See discussions, stats, and author profiles for this publication at: https://www.researchgate.net/publication/43561370
El diagndstico viral por el laboratorio

Article in Colombia Medica - October 2009

Source: OAl

CITATIONS READS
6 107
1 author:

Maria P Crespo
Universidad del Valle (Colombia)

30 PUBLICATIONS 930 CITATIONS

SEE PROFILE

Some of the authors of this publication are also working on these related projects:

poect  The nature and consequences of coinfection in Latent tuberculosis infection View project

All content following this page was uploaded by Maria P Crespo on 07 October 2019.

The user has requested enhancement of the downloaded file.

ResearchGate


https://www.researchgate.net/publication/43561370_El_diagnostico_viral_por_el_laboratorio?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_2&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/publication/43561370_El_diagnostico_viral_por_el_laboratorio?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_3&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/project/The-nature-and-consequences-of-coinfection-in-Latent-tuberculosis-infection?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_9&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_1&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Maria_Crespo34?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_4&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Maria_Crespo34?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_5&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/institution/Universidad_del_Valle_Colombia?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_6&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Maria_Crespo34?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_7&_esc=publicationCoverPdf
https://www.researchgate.net/profile/Maria_Crespo34?enrichId=rgreq-b33560aff190ecf6ab4eda497497451f-XXX&enrichSource=Y292ZXJQYWdlOzQzNTYxMzcwO0FTOjgxMTM2NjI4MTY2MjQ2NUAxNTcwNDU2MjA0MjUy&el=1_x_10&_esc=publicationCoverPdf

ColombiaMédica

El diagnostico viral por el laboratorio
Maria del Pilar Crespo, Bact., M.Sc.*

RESUMEN

El diagndstico delasentidadesviralesesuno delosmayoresretosalosqueseenfrenta
la medicina actual, particularmente en paises semejantes a Colombia donde €l
diagnéstico viral se hace de manera empirica. Durante las Ultimas décadas, el
desarrollo progresivo denuevasy mejoresherramientasparaevidenciar lascausasde
tipo viral, hace posible que estas entidades se puedan descubrir y estudiar no sélo a
nivel de laboratorios especializados, sino también en los comunes. Las pruebas
diagnésticassimples, rapidasy poco costosas paralademostraci6n deantigenoshan
reemplazado lastécnicastradicionales, largasy dispendiosasy esto ha producido una
mayor agilidad enladefiniciondel diagnostico. Por otro parte, descubrir anticuer pos
es importante para documentar la prevalencia de una infeccién en individuos y
poblaciones. Ademas, las pruebas de demostracion molecular han mejorado la
probabilidad de evidenciar |os agentes virales pues se documenta la infeccion de
modo categdrico, y seestudian su progresi 6ny seguimiento terapéutico. En Colombia
esimportante promover el manej oy ej ecucion adecuadosy racional esdelastécnicas
disponibles, ya sean las tradicionales o las nuevas que mejoren los diagnésticos
viralesy diferenciales. Este articulo brinda un compendio sobre el tema, revisa las
pruebasdiagnosticasde mayor aplicabilidad envirologia, lo quetieneutilidad como
guiarapida, yademasofrecematerial deconsultatanto para profesional escomo para
estudiantes del &rea dela salud.
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Palabrasclaves: Virus. Diagnéstico. Infeccionviral.

Conocer cuandounainfecciénesde
etiologiaviral es muy importante por-
guedeterminaun cambioenlaconduc-
taclinicay enel manejoterapéuticodel
paciente. El diagndstico viral por el
|aboratorio esde gran ayuda paracon-
firmar la etiologia, asi como para €l
seguimiento clinico de la entidad.
Adiciond mente, redizar undiagndstico
adecuado permite conocer la
epidemiologia de lainfeccién viral y
determinar las connotaciones que im-
plicaanivel desalud publica; tal esel
casodeinfeccionescomoe denguey la
fiebre amarilla. Por las caracteristicas
estructurales, ecoldgicasy bioldgicas
delosvirus, sudemostraciéninvitroes
y serd uno de los mayores retos a los
gqueseenfrentanloscientificos. Al igua
guelamayoriadel osmicroorganismos,
losvirus se pueden descubrir yaseade

unaformadirectaoindirecta. Lasprue-
bas directas son las que evidencian al
virusoalgunosdelosantigenosvirales
gue se pueden encontrar presentes en
lostgjidosofluidoshumanos. Lasprue-
basindirectassonlasqueseutilizancon
maésfrecuenciay basicamentedemues-
tran un contacto del huésped con €
agenteviral medianteladeterminacion
de anticuerpos especificos contra €
virus. En muchos casos el diagnéstico
deinfeccionviral sehacepor el cuadro
clinico del paciente y la presencia de
anticuerpos contrael agente viral sos-
pechoso; sinembargo, hay algunastéc-
nicas rapidas para demostrar los
antigenosviralesy también se sabe de
técnicas para amplificar su material
genético.

No obstantelavariedad de pruebas
diagnésticas que se han desarrollado,
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€S hecesario tener en cuenta que para
un Optimo diagnosticodelasentidades
virales, debe haber unaadecuadaindi-
cacion, recolecciony transportedelas
muestras que se han de analizar para
este proposito.

LATOMADEMUESTRAS

Unfactor determinantey definitivo
parael aislamientoviral eslaobtencion
temprana de una muestra adecuada,
estodebidoaquelaexcreciondel virus
tiendeaser por pocosdiasy laconcen-
traciéndeparticulasviralesdisminuye
progresivamente con €l tiempo. Ade-
mas, la aparicion de anticuerposen la
faseagudaneutralizael virusy ayudaa
formar complejos inmunes. Tener en
cuental o anterior esimportante, puess
laconcentraciondevirusenlamuestra
clinicaesmuy baja, sepierdefacilmen-
telaposibilidaddeinfectar cdulasvivas

Colombia Med 2000, 31: 135-150
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y por tanto demostrarlo en los cultivos
celulares. Lasmuestrassedebentomar
enlascondicionesdemayor esterilidad
posibles, identificadas con €l nombre
del paciente, lugar de procedencia, €
tipo de muestra, lafechay horade la
tomay un resumen corto delahistoria
clinicaconlasolicitud de examen que
se desea redlizar. Para una muestra
clinicaadecuada es necesario tener en
cuentafactoresadicionalesquegaran-
ticen la conservacion de las particul as
viralesactivas, como: d tiempodetrans
portedelamuestra, latemperaturay el
medio de preservacion que se utilice
paraéste (esdecir mediosdetransporte
gue mantengan la viabilidad viral)**.
L as muestras no se deben dejar atem-
peraturaambienteoenincubadora, tam-
poco esrecomendable congelar y des-
congelar las muestras, pues asi se po-
driaalterar laestructuradel agenteviral
(Cuadro 1).

Parael aisamientoviral, lasmues-
tras clinicas se deben tomar en el mo-
mento indicado y rapidamente
inocularlasencélulasvivas(Cuadro2).
En su defecto se guardan en nevera
entre4°C-8°Coenhielodeaguahasta

gue sea posible su inoculacién. Si €
tiempodeinocul aciénseprolongamas
de 4 dias, se congelan a-70° Cy se
utilizaun mediodetransporteseginsea
el tipo de muestra. Se pueden utilizar
agunoscriopreservantes paramejorar
larecuperacion delos agentesvirales,
entreellosdimetil sulfoxido (DM SO),
suero, leche descremada, proteinas,
sacarosa, glicerol y sorbitol®. Muy po-
cosagentesviral essepueden mantener
por unperiodorelativamentelargoode
aun dias, cuando se transportan en un
medio adecuadoy en hielo a4° C%.

A continuacionsedescribenlasprin-
cipalestécnicasparadiagnésticoviral .

TECNICASDIRECTASPARALA
DEMOSTRACIONVIRAL

Dentro de las técnicas directas es
posibleincluir:

» Lasquevisudizanlaparticulavira o
su efecto celular especifico como
las tinciones para microscopia de
luz, lamicroscopiaelectronicay €l
cultivooaislamientoviral.

» Las pruebas para demostracion de
antigenosvirales: losinmunoensayos

Cuadro 1
Principales agentes virales, su transporte y sobrevida

Virus Medio de Tiempo dias/Temperatura °C % de
transporte recuperacion
Adenovirus Bentonita 14/ ambiente 100
Coxsackievirus A9,
B5 Bentonita 21/ ambiente 100
CMmV 2SP
(Medio chlamydia) 21/ 4 4
Sorbitol 70% 34 4
Medio de cultivo viral 34 1
SPG 3/4 10
Echovirus 11 Bentonita 21/ ambiente 100
HSV Leche descremada 30/4 25
Medio de Richards 12/2 10-50
SPG 3/4 30
Influenza Bentonita 14/ ambiente 33
Parainfluenza Bentonita 14/ ambiente 50
Rubeola Bentonita 14/ ambiente 1
\YAY 2 SP 3/20 4
Sorbitol 70% 3/4 4
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(ELISA,IFA,RIA)ylaspruebasde

l&tex.

» Lasqueevidencianlapresenciade
material genéticoviral como: ensa-
yosdeamplificaciéngenética(reac-
cion en cadena de la polimerasa,
PCR, por sussiglaseninglés, LCR,
etc.) ehibridizacion (sondas, ADN
ramificado, etc.)

« Visualizacién delaparticulaviral
Microscopia deluz. Seefectliame-

diantetincionesespecides, generd mente

soncoloracionescon Wright o Giemsa
enextendidosprovenientesdelesiones
vesicularesdonde sevisualizanlasin-
clusiones o los cambios celulares oca-
sionadospor lainvasionviral. Ungjem-
plo de esto lo constituye el estudio de
inclusiones producidas por el

citomegal ovirus (CMV) en sedimento
urinario y la prueba de Tzank para
observar lascél ulasinfectadaspor her-
pes (o varicela zbster), para ésta se
hace un raspado delabase delasvesi-
culasy despuésdefijarlacon metanol,

se hace la tinciéon y se observan las
células, que setornan agrandadas, con
muUltiples nlcleosy un citoplasmaque
setifiedeoscuroademésdeinclusiones
intranucleares eosinofilicas. Lasensi-
bilidad de esta técnica depende de su
preparacién, tinciony laexperienciadel

observador, generalmenteesmenor que
ladelainmunofluorescenciay € cultivo
virate’,

Lamicroscopiael ectrénica. Permi-
tevisudizar laparticulaviral debidoala
gran resolucion del microscopio elec-
tronico. Para este fin se utilizan dos
tincionesespecialescon salesdemeta-
les pesados como €l uranio o € tungs-
teno. Laprimeraeslatincion negativa
donde el acetato de uranilo formauna
especiedemoldeviral quepermitede-
tallar laestructuradd virus. Lasegunda
tincién esladel sombreado, dondelas
particulasviralesseponenenunangulo
donde el metal queseutilizaen ellase
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depositasobreel virusperono sobresu
sombray sélo sevisualizaloquenose
ha cubierto con el metal. Estatécnica
no revela las estructuras internas del
virus sino su formay dimensiones. El
uso de equipo especializadoy costoso,
el elevadonivel técnicoquerequiere, la
baja sensibilidad cuando hay un bajo
nimero departiculasviralesy el hecho
de que en algunos casoslamorfologia
per senoessuficienteparaundiagnés-
tico vira definitivo, hacen que este
sistema sea poco usado y sélo se em-
pleeanivel investigativo o académico.
Lamicroscopiaelectrénicase hautili-
zado para €l diagnéstico del agente
Norwalk, adenovirus entéricos,
calicivirus, astrovirusy coronavirusen
materia fecal asi como de otros virus
paralos cuales no setiene disponibili-
dad de otras pruebas diagndsticas co-
mercialesoaguellosquenosoncultiva
bles*”.

Aislamiento viral en cultivo. Los
Virus son microorganismos intracel u-
lares y para evidenciarlos, se deben
utilizar sistemasbasadosenlineascel u-
lares que permitan su desarrollo. La
invasionviral seevidenciaatravésde
un cambio celular o efecto citopético
(EC) y mediante pruebas complemen-
tarias. Los sistemas de cultivo més
utilizadosson:

a) Cultivosprimarios. Secaracterizan
por tener variostiposdecédulas. La
mayoriason decrecimiento limita-
doinvitro, generalmenteresisten 5
alOsubcultivosy sonpermisivasa
un amplio rango de virus; p. e,
célulasderifibn embrionariohuma-
no (REH).

b) Cepasdecélulasdiploides. Deriva-
dasdetejidos normales, seutilizan
enlaproduccion devacunas, aisla-
miento viral y como sustratos para
probar materiales téxicos. Estan
constituidas por un tipo de células
gue retienen su ndmero cromo-

sémico diploide original; p.e., los

fibroblastosdepulmon.

c) Lineas celulares. Son células in-
mortalizadasenel laboratorio, resis-
ten (n) nlmero de pasesy se carac-
terizanpor derivarsedetejidosnor-
males o de tumores malignosy se
han pasado por |os menos 70 veces
invitro; p.e., célulasVero(rifibnde
mono verde africano), LLC-MK2
(rifdnmono rhesus) y BSC-1 (tam-
bién de tgjido normal de rifién de
mono) y Hel.ay HEp-2 derivadasde
células humanas malignas. Estas
generalmentetienenunnimerova-
riable de cromosomas y a veces
también son denominadas lineas
celularesheteroploides. Otraslineas
celulares existentes son A9
(fibroblastossubcutaneosderatéon),
BHK21 (fibroblastos de hamster),
BRL3A (epiteliodehigadoderata),
GHI, GH3 (epitelio derata), L 929,
LS, S180 (fibroblastos de raton),
L1210,L5178Y,P388D1(linfocitos
deratén), MCF7 (epiteliohumano),
3T3-L1 (fibroblastos de ratén sui-
z0),3T3-A31 (fibroblastosderatén
BALB/c) y NRK49F (fibroblastos
derifién derata).

Paralos cultivosvirales se utilizan
monocapascel ularesadheridasal lecho
de un tubo, que requieren de sustratos
esencialesparasu mantenimiento, una
solucién amortiguadoray un pH ade-
cuado, ademés se deben suplementar
con suero fetal bovino, que contiene
multiples factores promotores de cre-
cimiento celular’™®, Una vez que la
monocapa se inocula con una muestra
pretratadaqueprovienedeunindividuo
infectado, €l virus se puede descubrir
por el desarrollodeunefectocelular EC
morfol 6gicodegenerativovisibleoéste
puedeaparecer despuésde3d4dias. El
tipo de EC que seobservaesamenudo
la clave para identificar el virus
infectante, el EC puede ser de varios

tipos: la formacion de sincicios, o de
vesiculas o inclusiones o el redon-
deamiento y desprendimiento de la
monocapacelular. Hay diversaslineas
celulares que se pueden utilizar en €
laboratoriodevirologia, loquedepende
del virusque sequieraevidenciar. Las
gueseemplean conmasfrecuenciason
las células Hep-2, HeLa y Vero, en
cuantoacélulasdiploideslasmasutili-
zadas son laslineas de fibroblastos de
pulmén (MRC5) que se usan para €l
aidamientodecitomegalovirus(CMV).
El cultivo primario méas utilizado es el
rifibn humano embrionario (RHE) que
espermisiblealosvirusdecirculacion
frecuente como el herpes (HSV),
adenovirus (ADV), enterovirus, virus
sincicial respiratorio (RSV) etc. (Cua-
dro 3. Lineas celulares y EC produci-
dos). Aunqueedl aislamientoviral esuna
buena técnica para €l diagnéstico de
infeccionesviral esasintomaticas, cro-
nicasy recurrentes, su eficaciadepen-
de del momento en gque se tome la
muestra, del transportedptimoy répido
de las muestras; ademas que se debe
escoger € tipo de células que sean
permisivas para €l virus que se va a
demostrar.

Existen otros métodos para descu-
brir y caracterizar un virus en cultivo
celular cuandotodaviano seproducee
EC, oéstenoesevidenteoenloscasos
en que €l virus se debe reconocer por
otras propiedades o caracteristicas en
cultivo. Dentrodelastécnicasqueayu-
danaidentificar estaspropiedadesviraes
estan:

La hemadsorcién. Consiste en que
cuando € virus infectante incorpora
proteinas virales con propiedad de
hemagl utininasenlamembranacel ular,
lascélulasinfectadas se pueden descu-
brir por la adsorcion de eritrocitos de
ciertasespeciesanimales, quesepuede
observar a microscopio deluz®®. Esel
caso de los ortomixovirus y parami-
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Cuadro 2

Indicaciones de toma de muestra, técnica diagndstica y transporte

en las principales entidades virales

Entidad

Tipo de muestray técnica diagndstica

Transporte

1. Infeccion respiratoria a. Cultivo viral e identificacién

Pneumonia (RSV, CMV,

deantigeno

Aspirado nasofaringeo
Aspirado nasal
influenza, parainfluenza)

Lavado broncoalveolar

b. Identificacion de anticuerpos
Sangre (suero)

En medio de cultivo EMEM
0 solucién de Hanks con
Lavado faringeo 0.5%
suero bovino, refrigera-

do hasta el momento de la
inoculacion

Tubo seco para serologia.
(inhibicién de la hemagluti-
nacion)

2. Sistema nervioso
meningitis (enterovirus)

a. Cultivo viral

Liquido cefalorraquideo
Materia fecal

Escobillon rectal

Frasco estéril refrigerado

Culturette

(Herpes) Biopsia cerebral si es para HSV Medio de cultivo EMEM
(Eagle minimal essential
medium)
b. Identificacion de anticuerpos
Sangre (suero) Tubo seco (ELISA)
3. Miocarditis Cultivo viral

Materia fecal
Liquido pericardico

Frasco estéril refrigerado

4. Exantema
(sarampidn)

a. Cultivo viral
Escobillon faringeo

b. Identificacion de anticuerpos
Sangre (suero)

Culturette o Virocult
(sistemas de combinacion
escobillén y medio de trans-
porte) o tubo estéril con
solucién salina

Tubo seco (neutralizacion
ELISA)

5. Erupciones vesicu-
lares (Herpesvirus:
varicela, herpes)

a. Cultivo viral
Liquido vesicular
Raspado de las lesiones

b. Identificacion de anticuerpos
Sangre (suero)

Debe tomarse el liquido en
jeringuillay enviarse refri-
gerado

Tomar con escobillén en
culturette.

Tubo seco (ELISA)

6. Infecciones por CMV
Inmunosuprimidos
(neonatos, adultos)

Cultivo viral y demostracién
deantigeno
Orina

Sangre
(capa gruesa de blancos)

Frasco estéril refrigerado a
4°C

Muestra con anticoagulante
refrigerada a 4°C

7. Dengue
8. Rubéola
9. Polio

Sangre
Suero agudo ( primeros 5 dias)
Suero convaleciente (8-15 dias)

Tubo seco para serologia
(ELISA) para dengue y
rubéola. Neutralizacion
para polio
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Xovirusqguesepuedenreconocer por la
hemadsorcion deeritrocitosdecobayo
alascélulas; laidentificacion seconfir-
macon lainmunofluorescenciadirecta
mediante anticuerpos especificos (Fi-
gural).

 Pruebas para la demostracién
directadel antigeno

Mediante esta técnica se pueden
descubrir antigenosviralescirculantes
olosqueseencuentranenlostejidosdel
huésped. L asensibilidad deestasprue-
basdependedelacantidad deantigeno
presentey su especificidad dependede
lacalidad del osantisuerosdisponibles
para este efecto. Estas pruebas permi-
tenunademostraci dnrapiday sonmuy
practicas para€l diagnéstico, pueslos
cultivosviralesregquierendeunainfra-
estructura adecuada y personal entre-
nado y sdlo se pueden realizar en cen-
tros de docencia o de investigacion.
Ademés, losresultadosde cultivoviral
requieren por lo menos hasta 8 dias.
Lastécnicasmésutilizadasparael des-
cubrimiento directo deantigeno son:

Aglutinacion delatex. Las particu-
lasdelétex son esferas de poliestireno
gue se unen fécilmente al fragmento
cristalizable (Fc) de moléculas de
inmunoglobulina G (IgG) o inmuno-
globulinaM (IgM), estatltimaes mu-
cho méseficienteen aglutinar particu-
lasnaturales. Losfragmentosdeunién
del anticuerpo (FAb) quedan expuestos
y soncapacesdeunirseal antigenoque
seencuentraenlamuestra. Cuandolos
antigenostienen varios epitopes (0 es-
tructuras antigénicas repetitivas), los
anticuerpos multivalentesacopladosa
multiplesparticulasdelatex seunenal
antigenoy seproduceun entramado de
las particulas de latex que dan como
resultadounaaglutinaciénvisible. Esta
técnica se aplica ampliamente en el
|aboratoriodemicrobiol ogia, porquees
facil de redlizar, requiere solo unos
Minutosy No necesita equipo, pues se
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Célula con hemaglutininas virales

Hemadsor cion

Figura 1. Técnica de hemadsorcién

leeasimplevista. Sinembargo, ofrece
como desventajalapresencia de reac-
ciones cruzadas sobre todo con otros
antigenosenlamuestray también ocu-

rreninterferencias por el fenébmeno de
prozona, en el que un exceso de
anticuerposno permitelaformaciéndel
entramado. Estatécnicaseusacomuin-

Cuadro 3
Principales cultivos celulares, virus aislados y efecto citopatico producido

Tipo de células Fuente y tipo

Virus aislados

Efecto citopatico

Rifién embrionario Rifién humano Adenovirus Redondeamiento des-
humano primario Enterovirus prendimiento, formacion
Herpes de agregados celulares
granulaciones citoplas-
micas refractiles, abom-
bamiento, degeneracion
litica
Influenza
Parainfluenza
Hela Humano Virus sincitial Formacion de sincitio
respiratorio
Continua Herpes Formacién agregados
Adenovirus Redondeamiento celular
Hep 2 Humano Virus sincitial
respiratorio
Continua Adenovirus
Rifibn de mono verde Rifibn mono Rubéola No presenta ECP
africano primario
MDCK Rifi6bn perro Infuenza
continua Herpes
Parainfluenza
LLC-MK2 Rifibn mono Parainfluenza No presenta ECP
continua Enterovirus Hinchazén y redondea-
miento celular
Fibroblastos de pulmén Humano Citomegalovirus Redondeamiento, hin-
diploide chamiento, granulos
café refractiles
Rhinovirus Similar a enterovirus
Virus sincitial
respiratorio
Enterovirus
Varicela Zoster  Similar a CMV sin
granulos refréatiles
Linfocitos sangre Humano VIH
periférica primario

menteparalademostraciondeantigenos
derotavirusen materiasfecales™'2,
Inmunofluorescenciadirecta(lFA).
La demostracion de antigeno se hace
mediantelautilizaciéndeunanticuerpo
marcado con un fluorocromo (conju-
gado) queesespecificoparael antigeno
gue se ha de descubrir. Este proceso
implicalapreparacioéndeunextendido
en placa de lamuestra, del tejido o de
unamonocapacel ularinoculadaconla
muestra, luego se fija, se coloca €
conjugado con fluoresceinay después
deunaincubaciény unlavado, laplaca
se observa en e microscopio de fluo-
rescencia. LalFA hatenidogranaplica-
cion y se usa con frecuencia para €
diagndstico deinfecciones virales del
tracto respiratorio en nifios. La mues-
tra, que puede ser un aspirado nasal, se
concentramediantecentrifugaciony se
hacen placas que sefijany se prueban
con€ antisueroparael viruspor descu-
brirl®13, Esta técnica se sigue para el
diagndstico del virus de influenza, el
RSV, paperas, sarampion, coronavirus,
ADV,HSVy CMV1%8, Particularmente
paraRSV y sarampiéntieneunasensi-
bilidad mayor que €l cultivo viral. La
IFA también es Gtil paraconfirmar los
hallazgosdecultivovira y lacombina-
cion de estos dos métodos mejora €l
diagnostico’. Estemétodo esfacilmen-
te aplicable en tgjidos que se pueden
colocar sobre una placa a manera de
huellay apartir deéstaaplicar latécni-
ca; unegjemploesel casodebiopsiasde
cerebroparael diagnésticodeencefali-
tis por herpes simplex y pararabiaen
cerebros de animales. Esta técnica se
ha desarrollado parael diagnéstico de
CMV (Shell vial)™® que se basaen €l
cultivoviral combinado continciénde
anticuerpospor IFA dondelapositividad
al segundo diaesde 52% mientrasque
con € cultivo solamente es 2%; al
octavodiaconel método combinadola
positividad aumentaa85% comparada
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conel cultivodondesoloa canza27%.
Este aumento delapositividad se atri-
buye ala IFA; su eficiencia evidente
ameritasu empleo’s,
Inmunoensayos: Ensayosdecaptu-
radel antigeno(sandwich), inmunaocro-
matografia. Soninmunoensayosenfase
sblida donde se fijan los anticuerpos
especificospara€ virusenlasuperficie
de una matriz, tubo o microplaca y
luego se pone en presenciadel suero o
muestraquecontieneel antigenoquese
quiere demostrar; una vez ocurre la
reacci6n antigeno-anticuerpo, se hace
un lavado y se agrega un anticuerpo
marcado, quedependedelamarcacion
del anticuerpo. Lapruebasedenomina
radioinmunoensayo (RIA) o inmuno-
ensayoligadoaenzimas(ELISA 0EIA)
dependiendodel trazador queseutilice
paraevidenciar lareaccion. Sedenomi-
naRIA cuando el anticuerpo se marca
con un isotopo radioactivo, el méas uti-
lizado esel yodo- ., €l anticuerpo que
reacciona a manera de sandwich, se
pegaal osepitopesdel antigenoquehan
gquedado expuestos; despuésdevarios
|avados, semideo cuantificalaradioac-
tividad medianteun contador decente-
Ileo. El nUmerodedestellospor minuto
esdirectamente proporcional alacon-
centracionde antigeno quereaccionay
deacuerdo conunaseriede estandares
de concentracion conocida, se rediza
unacurvay seextrapolanlosvaloresde
la muestra. En la técnica ELISA €
anticuerpo se marca con una enzima
gquepuedeser lafosfatasaal calina(FA)
0 laperoxidasa de rébano (PR) y para
revelar lareaccion secolocael sustrato
especifico paralaenzimaqueesmodi-
ficado por éstay produce un compues-
to coloreado. En el caso de la FA €
sustrato es el paranitrofenilfosfato y
paralaPR esel perdxido de hidrogeno
en unasolucién deortofenilendiamina
(OPD) que hace visible la reaccion.
Paralacuantificacion semidelaabsor-
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banciaenunalongitud deondadetermi-
nada en un espectrofotometro. La
absorbanciaseradirectamentepropor-
cional alacantidad de antigeno descu-
bierto. Estastécnicasseutilizanamplia-
menteenel diagndsticodehepatitisAy
B, rotavirus, el agenteNorwak, ADV,
el RSV, parainfluenza, influenza A y
B157. ParalahepatitisB lademostracion
deantigenodesuperficiediagnésticala
infecciénactivay enVIH lademostra-
cion del antigeno p 24 es Gtil en €
diagndstico de lainfeccion en nifiosy
en pacientesque seencuentran enven-
tanainmunol gica, ademésesdegran
utilidadenel pronésticoy laprogresion
delainfeccionasi comoenel control de
laterapiaantirretroviral.

e Técnicas de diagnéstico
molecular. Comprenden las técnicas
gueevidencianodescubrenel material
genético especificoviral conservadoy
replicableyaseagqueseencuentreenun
fluido, en una célula o tegjido, ya sea
activoolatente. Estastécnicas, queson
mas rapidas quelastradicionales, per-
mitenhacer estudiosentejidosalmace-
nados y se pueden clasificar en dos
categorias:

» Ensayosdehibridizacion.
» Técnicas paralaamplificacién del

&cidonucleico'’8,

Ensayosdehibridizacion:

Hibridizacion con sondas. Los re-
cientesavancesen el campo delabio-
logiamoleculary €l conocimientocada
vez mayor de los virus que causan
infeccionesimportantes en lacomuni-
dad, han hecho posible que en e mo-
mento se disponga de fragmentos de
ADN del material genémico especifico
y altamente conservado deun determi-
nado virus que se utiliza como sonda.
Esta frente a sus secuencias comple-
mentariassehibridizaparaformar una
mol éculaduplex. Estatécnicasepuede
aplicar yaseaparaconfirmar laidenti-
ficaciondeunvirusen cultivoodescu-
brirlo directamenteen unamuestra. Se
puedenutilizar célulasotejidosfijados
con sustancias que conserven la mor-
fologiacelulary laintegridad del ADN
0 ARN. Para estudios de ARN se re-
quieren tejidos frescos congel ados ra-
pidamenteconnitrégenoliquidoy para
estudios de ADN se pueden emplear
tantotejidosfijadoscomo congelados.
Lassondaspreparadasapartirdel ADN
0 ARN especifico se pueden purificar
por clonacién o copia en un plasmido
del ADN odel ADNc(complementario)
obtenido de transcripciones de ARN.
Utilizando €l pldsmido como vector y
bacterias como huéspedes, es posible
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Figura 2. Hibridizaciéon con sondas
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producir sondas genéticas en grandes
cantidades. Losfragmentosde ADN o
ARN (sondas) sesometenaunandlisis
dehibridizacion (o apareamientocone
complementarioqueseencuentraenel
material que se va a praobar); éste se
puede hacer ya sea con ADN o ARN
tisular en solucion, directamenteente-
jidosocéulaspor hibridizaciéninsitu,
o sepuedeefectuar sobore ADN 0 ARN
transferidosen membranasdenitroce-
lulosaapartir de unaelectroforesisen
gel de agarosa. Las sondas se pueden
marcar conradioisotopos(P,,, I .., S,).
enzimas, avidina o moléculas
quimioluminiscentesparaquelaforma
ciondelasmol écul asduplex seadescu-
bierta. Lassondasradioactivasrequie-
ren el empleo de autorradiografiapara
sudescubrimiento mientrasquelasson-
das marcadas con enzimas se demues-
tran por métodoscol orimétricos(Figu-
ra 2). La sensibilidad de las sondas
depende de la cantidad de materia
genéticoparalahibridizaciony suespe-
cificidad depende de la calidad de la
sonda. Unadelasprincipal eslimitacio-
nesde estatécnicaseve cuando existe
unabajacantidaddeADN oARNY éste
no se descubre. Muchas de estas prue-
bastienen unasensibilidad quelesper-
mitedescubrir 10°-10°mol éculasoaun
10%-10* moléculas; sin embargo, esto

puedeser insuficienteen muchassitua-
cionesclinicas.

Actua mentesehacenesfuerzospara
mejorar laespecificidad delassondasy
la cinética de las reacciones de
hibridizacién con el fin de reducir €l
tiempo para generar resultados. Esta
técnicase sigue con éxito paraeviden-
ciar la presencia de papilomavirus en
biopsias o raspados cervicales, en la
demostracion in situ de cantidades pe-
guenasdevirusdelahepatitisB, virus
EpsteinBarr (EBV),HSV tipol,CMV,
ADV vy rotavirus. Se dispone de estu-
ches comerciales de sondas para €
descubrimiento de CMV, HSV y
ADV>118 Tambiénseutilizanparaiden-
tificar lassecuenciascomplementarias
del virus de hepatitis E, identificar el
parvovirusB19ensuero, enleucocitos,
en secrecionesrespiratorias, enorinay
tejidos; paralosvirusdehepatitisA, B
y Ctambiénhay sondasdisponibles.La
hibridizacién con sondas para descu-
brir gérmenes patdgenosincluso se ha
automatizado parareadlizar andlisisde
tejidosfijosen placa, pero estastécni-
cas todavia no se encuentran disponi-
blesenCali.

Técnicasdeamplificaciondel acido
nucleico:

Reaccion en cadena de la
polimerasa. Conocida como PCR (si-

Igbelald InTaTrl il e [ |_ﬁ=T_|i

s N —eld Lt

BEtalsl NN T o o
| — LLL il

- M
EE= NOFTT1 BT I rrm
| | I | b did) B S e e
e B |

A= el

1 2 3 4 5 L

o 5 6 7n..

Primer paso Desnaturalizacion  Hibridizacion ADN  Desnaturalizaciéon Hibridizacion ADN
Mezcla de reaccion y extension duplicado y extension  duplicado

Figura 3. Reacci6n en cadena de la polimerasa

glas en inglés de polymerase chain
reaction) mediante estatécnicase pue-
den encontrar cantidades minimas de
un agente infeccioso en una muestra
clinicagraciasalaamplificaciénselec-
tivay repetitiva de una secuencia de
nucledtidosde un microorganismo de-
terminado que hace un proceso de sin-
tesis de ADN. La PCR consta de tres
pasos. d) Ladesnaturalizaciondel ADN
enlamuestra, lo que selograal some-
terlo a altas temperaturas (95°C) para
lograr |a separacién de las cadenas, b)
La hibridizacién de los cebadores (a
55°C) que son unos fragmentos cortos
de ADN complementarios alos extre-
mos5'y 3' delassecuenciaspor ampli-
ficary apartir deloscualesseiniciala
sintesis, éstos son especificos de la
secuenciadel microorganismo que ha
dedescubriry c) Laextensién deestos
cebadores por la enzima ADN
polimerasa (a 72°C) termoestable (la
tag polimerasa extraida de la bacteria
Ther musaquaticus) que producedos
bandas de ADN que sonidénticasala
bandablancooriginal . Estasreacciones
sellevan acabo de unaformaautoma-
tizada en un equipo denominado
termociclador. Asi, en cada ciclo de
estostres pasos, se duplicael material
genético en un factor de2" (dondenes
el nimero de ciclos) hasta que éste se
evidenciafacilmenteenungel deagarosa
y se confronta con unasondaespecifi-
caparaconfirmar laidentificacionfinal
del material encontrado (Figura3). De
esta manera, después de 30 ciclos, se
puede demostrar una copia deg VIH
aunque se encuentre en una de cada
millon decélulasT. LaPCR se utiliza
paradescubrir VIH, CMV, virusdela
hepatitisB, papilomavirus, hantavirus,
herpes6y 8, asi como unagran varie-
dad de patégenos(bacterias, parasitos,
etc.)1*2, Esta prueba se puede hacer
directamenteen muestrasde enfermos
conunproceso previodeextracciénde
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ADN; tambiénsepuederedlizar apartir
decultivosdel microorganismo quese
quieredescubrir, esrelativamenterapi-
da (demora entre 6 y 8 horas) y se
puede automatizar. La PCR presenta
unasensibilidad y especificidad altas,
perovarianseglnel ensayoparael que
se hadisefiado>"8, Esunaalternativa
cuando otras pruebas no ofrecen ma-
yor sensibilidad y en entidades en las
que no hay mayor disponibilidad de
pruebas diagnésticas. Sin embargo,
posee algunas limitaciones, como la
necesi dad decebadoresespecificospara
encontrar determinado microorganis-
moy por ellohay laposibilidad defal sos
positivos, 1o que implica un conoci-
miento adecuado de la secuencia de
nucledtidosdel agente. Ademés, laprue-
ba se debe efectuar en condiciones
adecuadas de astringencia, es decir,
una temperatura, pH y concentracion
decebadoresy nucleétidosapropiados.
Si hay fallas, puedenocurriramplifica-
cionesinespecificas, y contaminacio-
nescon ADN extrafio. Estodificultala
aplicaciéndeestatécnicaderutinaend
laboratorio clinico porqueexigeinfra-
estructuray entrenamiento adecuados.
Esimportante tener en cuentaque una
PCR positivano siempreindicainfec-
cion activa, pues demuestra material
genéticoy sepuedetratar deunainfec-
cion latente o presencia de material
genéticodeunagentenoinfectivo; por
tanto su interpretacién se hace en €l
contextoclinicodelapersona. Ungem-
plo de su utilidad en la clinica es la
evaluaciondeHSV enel LCRenence-
falitis, dondelaPCR tieneunasensibi-
lidad mayor de 95% en el momento de
lapresentaci énclinicay unaespecifici-
dad de 100%?*2*. La PCR ha sido de
valor diagndstico considerableendes-
cubrir portadoresdel virusdehepatitis
B; mediante esta técnica se demuestra
la presencia del genoma del virus en
secreciones lacrimales de 50% de los
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portadores incluso los asintomaticos,
lo que esimportante frente al auge de
los transplantes de tejidos oculares.
Ademés, esdedutilidadenel diagnostico
devirusmutantesdelahepatitisB que
noexpresanantigenoe(HBe) asociado
con ADN vira circulante y que son
causa frecuente de hepatitis aguda y
mortal. EnlahepatitisC sedicequelos
resultados obtenidos con PCR (RT-
PCR transcripcién previa del ARN a
ADN) son superiores a la prueba
seroldgica de demostracion de
anticuerpos. En el caso de infeccion
por CMV esimportante paraencontrar
infecciones subclinicas o que no han
sidodescubiertaspor otrosmétodos, o
que es de interés en el caso de
transplantesy enindividuosVIH posi-
tivosenlosquesedebeiniciar laprofi-
laxis antes que lainfeccion comience.
Parainfeccionespor enteroviruslaPCR
fuelatécnicamés sensible en € diag-
nosticodeestasenti dadesen nifios®1718,

Una de las mayores ventajas de la
PCR, es que puede evidenciar unain-
feccionaungueel individuo seencuen-
tre en ventana inmunoldgica, 1o que
permitedisminuir latransmisiondees-
tasinfecciones, en € caso del virusde
hepatitisB reducelademostracionall
diaspostinfecciony enlahepatitisCla
reduce de 59 a 25 dias.

A partir de estatécnicade PCR hay
varias modificacionesempleadas para
dar mayor sensibilidad, entre ellas €l
sistemaparademostracioncolorimétrica
de ADN amplificado que sesiguepara
demostrar CMV. Este sistemaemplea
un cebador biotinilado paraamplificar
|la secuencia blanco, una sonda ARN
especificanomarcaday unamicroplaca
con estreptavidina que une una gran
cantidad de anticuerpos antihibridos
ARN-ADNYy (delasonday el amplifi-
cado); luego sedesarrollacol orimétri-
camentelareacciénenzimética. Lasen-
sibilidad de esta técnica es de 100%

comparadaconlatradicional quedtiliza
la electroforesis en gel de agarosa 'y
coloracién con bromuro de etidio que
teniaunasensibilidad de 79.5%; laes-
pecificidad fueigual enambas(100%),
de esta forma esta variacion
colorimétricadelatécnicaesrapida(4
horas), objetiva, estandarizada, sensi-
ble y especifica para la demostracién
del producto amplificado enlaPCRY.

UnadelasmodificacionesdelaPCR
permite encontrar ARN con un paso
previodesintesisdeunacopiade ADN
0 CcADN apartir del ARN blanco, me-
diantelaenzimatranscriptasareversa.
Asi sepuedehallar menosdeunacopia
del material genéticodel virus®.

Otramodificacion delaPCR esla
PCR nested o doble PCR 0 PCR anida-
da, enlaquesehacendosamplificacio-
nes sucesivas a partir del producto
inicial obtenido. Enotravariaciondela
PCR, denominada PCR multiplex, se
utilizanunaomassecuenciasblancode
ADN queseamplificansimultaneamen-
te. Esto seusasobretodo como control
interno delaprueba.

Otrosensayosdeamplificaciénson:;

Reaccién en cadena delaligasao
LCR. Sebasaen fases secuencialesde
una ligacion de dos sondas de
oligonucledtidos dependientes de un
patrén. El producto de la LCR es €l
resultadodelaligaciondeloscebadores
yuxtapuestos, en estecaso seutilizan4
cebadores para lograr una amplifica-
cionexponencial, estatécnicasepuede
automatizar (IMX de los laboratorios
Abbott) y sumayor empleohasidopara
el diagndstico deM ycobacterium tu-
berculosis, Borrelia burgdorferi,
Neisseria gonorrohoeae y N.
meningitidis>,

Sistema QB replicasa. La QB
replicasaes una ARN polimerasa que
replicael ARN quetienelaestructura
gendmica del ARN del bacteriéfago
QB. Unapegquenasecuenciablancoin-
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sertada se puede incluir en e ARN
gendémicoy estopermitesuhibridizacion
con una secuencia blanco especifica.
La QB replicasa, amplificaralasonda
mil millones de veces, paraque luego
seadescubi erta. Estemétodo esrapido,
atamente sensible y cuantitativo; sin
embargo, todavia presenta problemas
deinespecificidad.

ADN ramificado (branched) o
bADN. Esunsistemadeamplificacion,
dondeloqueseamplificaeslasefia en
lugar del blancodeacidonucleico, esto
se hace mediante pasos sucesivos de
hibridizacién. El &cidonucleicoviral se
captura por hibridizacién, con un
oligonucledtidounidoaunafasesolida
y unasegundasondaespecificaparael
Virus que contiene a su vez una sonda
parael bADN amplificador. EstebADN
tiene multiples cadenas ramificadas a
manera de arbol y cada una de estas
ramas es un sitio de hibridizacion con
una sonda marcada con una enzima,

guereaccionacon un sustrato que per-
mite la demostracién colorimétrica o
quimioluminiscente. Estapruebaseha
aplicado parael diagnéstico de HCV,
VIH, CMV y hepatitis. También sirve
paramonitorear losnivelesdeARN de
HCV yVIH durantey despuésdel trata-
miento®.

Otrastécnicasdeamplificaciondes-
critassonel 3SRy el SDA. Sinembar-
go su empleo es sb6lo a nivel
investigativo®.

Ensayo de transcritptasa reversa.
Esunapruebaaplicadaalosretrovirus
que pueden ser descubiertos por la
actividad de ADN polimerasa depen-
diente de ARN que se halla en los
cultivosdelinfocitos. Ademés, losen-
sayosdetranscripcionde ARN aADN
seutilizan en combinacién conlaPCR
en el caso de virus con ARN y son
denominados RT-PCR. Ejemplo, para
demostrar el genomade viruscomo €l
VIH,VHC.
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Figura 4. Fijacion de complemento

TECNICASINDIRECTASPARA
ELDESCUBRIMIENTOVIRAL

Estas son las técnicas serol6gicas
tradicional esparadescubrir anticuerpos
contra determinado agente vira, te-
niendo en cuenta que laexposicién a
agenteproduceunarespuestapor parte
del sistemainmune que generalapro-
duccion de anticuerpos especificos.
Estos ensayos se pueden clasificar en
tresgruposconbaseenlacuantificacion
delareaccién antigeno-anti cuerpo.

a. Los que dependen de la capacidad
del anticuerpoqueseuneal antigeno
paraegjercer algunafuncionnorela-
cionadaconé virus, porgjemplo: la
fijacion del complemento (FC),
hemaglutinaciénindirecta(HI),aglu-
tinacion por latex.

b. Losque miden lacapacidad de los
anticuerpos para bloquear la fun-
cionvira especificacomolaneutra-
lizacién, la inhibicion de la
hemaglutinacién (IH), lainhibicién
de la neuraminidasa (que mide la
capacidad de los anticuerpos para
bloguear la infectividad viral), la
hemaglutinaciénviral y laactividad
deneuraminidasa

c. Los que miden directamente la
interaccion antigeno-anticuerpo
como por g emplo: lal FA indirecta,
el RIA, ELISA y el Western blot®®.
 Técnicasindirectastipo a:
Fijaciondecomplemento. LaFCes

un proceso de dos pasos, esta técnica

emplea el complemento paralisar los
eritrocitos que, a su vez, funcionan
como indicadores. Durante € primer
paso, €l antigeno reaccionacon €l anti-
cuerpo que se encuentraen lamuestra
de suero del paciente, en presenciade
complemento (casi siempredesuerode
congjo) titulado previamente. Si €l
antigenoy el anticuerporeaccionan, se
activalaviaclésicadel complemento,
luego seafadeel indicador constituido
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por eritrocitoscubi ertosconanti cuerpos
y de estaforma, si el complemento se
fijay seactivapor el complejoantigeno
viral-anticuerpos del paciente, los
eritrocitos no se lisarén. Si durante la
primera fase no hay unién antigeno-
anticuerpo el complemento permanece
librey se une a complejoindicador y
producelalisisdeeritrocitos. Esteesun
sistemasemicuantitativoy esunadelas
pruebasserol 6gicastradicionalesutili-
zada como estandar de comparacion
(«goldstandard») paralasnuevasprue-
bas comerciales**2?%, Una de sus apli-
caciones es determinar anticuerpos
contraagentesdebajapreva enciacomo
los virus Coxsackie. Los anticuerpos
quefijanel complemento aparecentar-
diamente comparados con los descu-
biertos por otras pruebasy tienen una
vida corta, lo que puede ser Util para
determinar laactividad deciertasinfec-
ciones, como por ejemplo la rubéola
(Figura4).

Hemaglutinacion indirecta. Los
eritrocitos se pueden sensibilizar con
diversosantigenosy sepueden utilizar
como sistemaindicador. Asi, s sedes-
cubren los anticuerpos, lareaccion se
revelard como una hemoaglutinacién
guesepuedeadvertirfacilmenteasim-
plevista. Existeunaampliavariedad de
antigenos que se pueden unir a los
gloébulos rojos, entre ellos los
carbohidratosqueseadhierenconrapi-
dez, en € caso de las proteinas se
requiere un proceso de pretratamiento
con &cido tanico o con cloruro de cro-
mo. Estesistemaseusaparademostrar
anticuerpos contratoxinas como lade
ladifteriao del tétanos. También para
descubrir anticuerposcontrael virusde
fiebre amarilla, VZV, influenza,
parainfluenzay denguet>1226,

Aglutinaciondelatex. Essimilarala
técnicadelatex yadescritasdlo queen
estecaso€ antigeno seencuentrafijoa
la particula de latex y, por tanto, se
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esperadescubrirlosanticuerposquese
encuentran en lamuestra. Estos ensa-
yosgeneralmente son pruebasdefiltro
(tamizagje) puessblodeterminanlapre-
sencia o no de anticuerpos. Los resul-
tados se pueden interpretar como «in-
mune» (Si espositivo) o «susceptible»
(si es negativo), como en € caso de
determinar el estado inmune para €
virusdelarubéola. Lainformacionque
suministracorrespondeaexposicional
agente o infeccion pasada y aungue,
como se ha afirmado, la IgM es una
aglutininamuy buena, generalmentelas
pruebas de latex no son especificas
para ésta. En virologia se utiliza con
mas frecuencialatécnicade aglutina-
ciondelatex directa?”,
 Técnicasindirectastipob
Neutralizacién viral. Demuestra
anticuerpospor suefectoinhibitorioen
lainfectividad viral. Este ensayo mide
funciones virales especificas, por lo
gueesbastantesel ectivo, deestaforma

anti cuerposparaantigenosespecificos
sobre la superficie viral. Si los
anticuerpos se encuentran en el suero
del paciente que se pone aincubar con
unasuspensionde virus, losanticuerpos
reaccionaranconlosantigenosvirales,
y cuando la suspension se ponga en
presencia de las células permisivas al
virus (en cultivo celular) € resultado
serd la neutralizacion de la invasion
celularylanoevidenciadel EC. Encaso
denoexistir anticuerposen el suerode
paciente, seproduciralainvasioncelu-
lar y como consecuencia se hard evi-
dentedl EC caracteristico. Pararealizar
esta prueba se debe disponer delineas
celularesadecuadasy por logeneral se
haceenlaboratoriosdondesetienetoda
lainfraestructuraparaloscultivoscelu-
lares. Estatécnicasehautilizadoparael
diagnésticodelasinfeccionespor den-
gue®.

Neutralizacionviral

Resultadopositivo(FigurabA). Re-

la neutralizacion viral s6lo mide sultadonegativo(FiguraSB)
— T
[y .
+ : :D + (‘_ — ..-)
- —_—
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=
Particula viral ~ Anticuerpos  Blogueo Act+Ag Células infectadas
Figura 5A
_.-l-_'_m-l..
[ .
+ : _ : + EL — .9
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Particula viral Anticuerpos  No hay reaccién Células infectadas por virus
en suero libre no neutralizado
Figura 5B

Figura 5. Prueba de la neutralizacion
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Figura 6. Inhibicion de la hemaglutinacion

Inhibicién de la hemaglutinacion
(IH). Algunosantigenosviralestienen
capacidad paraagl utinar eritrocitosde
diversas especies, sin embargo la pre-
senciadeanticuerposespecificosenel
suerodel pacienteevitanlaaglutinacion
de los eritrocitos por tales antigenos,
cuando esto ocurreseevidencialapre-
sencia de anticuerpos. Para cuantifi-
carlossehacen diversasdilucionesdel
suero con € fin de hacer unatitulacion
y determinar €l nivel deanticuerposdel
paciente. Esta prueba a principio se
utilizé parademostrar anticuerposcon-
trarubéolay dengue, pero se hareem-
plazadopor ELISA, pueslalH nopuede
diferenciar entre anticuerpostipo IgM
(infecciénaguda) o 1gG (infeccidnan-
tigua), sin embargo alin se utilizapara
influenzay paraotrosvirusmenosabun-
dantes que poseen actividad
hemaglutinante como los arbovirus
(p.e.,virusdelafiebreamarilla), reovirus
y algunos enterovirus (Figura6)-12,

» Técnicasindirectastipoc

IFA indirecta. En una placa se po-
nen las célulasinfectadas con unvirus
determinado, que tienen antigenos de
éste en sumembrana, y sefijan; luego
se agrega €l suero del pacientey des-
pués de una incubacion, si hay
anticuerpos en €l suero, se forma un
complejo antigeno-anticuerpo, que se
revelapor mediodeun conjugadofluo-
rescente. Cuandoexistenlosanticuerpos

en € suero problema y se afiade €
conjugadofluorescente (anti 19G, IgA,
IgM) ocurre una segunda reaccion
antigeno-anticuerpo, gque origina un
patron especifico de fluorescencia se-
gunlosanticuerposquereaccionencon
el sustrato. Este patron sblo se podra
observar enunmicroscopiodefluores-
cencia. Las caracteristicas del patrén
dependendelosantigenosreconocidos
por el anticuerpo ya sea intracito-
plasméticosointranucleares. Estecon-
jugado reacciona con anticuerpos del
tipo IgM, 1gG e IgA, pero cuando se
necesita descubrir la fase aguda de la
infeccion, e conjugado debe ser espe-
cifico para las cadenas pesadas de la
IgM. No obstante, es posible que haya
falsospositivosdebido adiversosfac-
tores, entreotroslapresenciadel factor
reumatoide y de anticuerpos hete-
rotipicosentrevirusdelafamiliaHer-
pes-viridae, pues pacientesinfectados
conEBV od virusvariced a-zoster pue-
denmostrar anticuerposigM paraCMV
sin que hayainfeccién por este virus.
Las pruebas para IgM también puede
tener falsos negativos, si lalgG inhibe
o compite conlalgM por los sitios de
uniénal antigeno. Aunquelaespecifici-
dad delainmunofluorescenciaes muy
buenay dependede sustrato utilizado,
lasensibilidad dependedd nivel defluo-
rescenciademostrablepor el ojohuma-
no. Esta técnica se ha utilizado para

descubrir anticuerpos contra rubéola,
VIH,CMV y HSV1612192625 gnembar-
go, recientemente EL1SA lahadespla-
zado porgue ofrece una especificidad
similary sepuedeleer medianteequipos
automati zadoslo queeliminalasubjeti-
vidadinherenteal observadorenlFA 'y
la necesidad del microscopio de fluo-
rescencia.

ELISA. LapruebaELISA indirecta
tiene un principio semejante a de la
ELISA directa, s6lo que en este caso,
unantigeno especificoestaunidoauna
fase sdlida que puede ser un tubo,
microplacao perlasdevidrio; luego se
afiade €l suero del paciente que posee
losanti cuerposy despuésseadicionael
conjugado constituido por unanti-anti-
cuerpolgG o lgM unido aunaenzima;
posteriormente se adiciona el sustrato
especifico paralaenzima, quelovaa
modificar y produce un compuesto
coloreado, cuyaintensidad es propor-
cional alaconcentraci én deanticuerpo
end suerodel paciente. Estapruebase
utiliza ampliamente; mas aun, con €l
advenimientoy ladisponibilidad delos
sistemasautomatizados se puede ef ec-
tuar en un periodo de 1 a 2 horas.
M edianteestatécnicasepuedensefialar
nivelesde IgM e lgG con ensayos por
separado paraevitar |osfal sospositivos
y negativos. Su utilidad envirologiaes
basi camente paradeterminar anticuer-
pos contra antigenos especificos del
dengue, HSV,VIH,RSV,CMV, rubéala,
hepatitisA, By C principalmente,y en
infecciones por EBV se usa para de-
mostrar marcadores seroldgicos
tempranosde lainfeccion, que se pue-
den utilizar en & manejo de huéspedes
inmunocomprometidost512181930 - g
especificidad dependedd antigenoque
se utilice en lafase sdlida; de acuerdo
con esto la prueba puede ser:

a. Deprimerageneracionquesonprue-
bas incipientes donde se utilizan
antigenos crudos sin mayores pro-
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Electroforesis de proteinas
transferidas a nitrocelulosa

—
+N +
—

Anticuerpos Anti anticuerpos Sustrato Reaccion Ag-Ac *Conj

(suero) + peroxidasa

Visualizacién de la
reaccion

cesosdepurificacion, comop.e., €
viruscompletoinactivado, esel caso
delas primerastécnicasde ELISA
paraVIH. Sinembargo, estosensa
yos presentaban como resultado
muchas reaccionesinespecificas;

b. Desegundageneracion, enestecaso
los antigenos son proteinas
recombinantes, que se producen
medianteingenieriagenéticaenbac-
teriasy son sometidasaprocesosde
purificaciénlo quedamasespecifi-
cidad alapruebapuessedescubren
anticuerpos particulares contralas
proteinas consideradas mas
inmunogénices,

c. Detercerageneracién, que sonlas
masdutilizadasactualmentey lasmas
especificas, donde se emplean
péptidos sintéticos (fabricados en
unsintetizador end laboratorio) con
secuencias mas especificas del vi-
rus. tal es el caso de las pruebas
disefiadas para determinar sélo
anticuerposcontraVIH2y VIHL1.
Enotramodalidad de EL 1 SA seusa

e dstemabiotinalavidina-estreptaviding,

método que sefundamentaen sistemas

con distintos marcadores unidos a la
biotinay demostrados por reacciones
enziméticas, de color o quimiolu-
miniscentes que portan la avidina, la
estreptavidina o labiotina. Labiotina
ligada a un anticuerpo, nucledtidos,
proteinaolecitina, ssuneaunamol écu-
lablanco que puede ser anticuerpo (in-
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Figura 7. Western blot o inmunoblot

directa) oantigeno (directa), laavidina
0 estreptavidina se marcan con una
mol éculademostrable como unaenzi-
ma, una sustancia fluorescente o un
metal. La avidina o la estreptavidina
marcada se unen alabiotinay de esta
forma se descubre la molécula blan-
co™.

Hay otras modalidades de ELISA,
gue son pruebasrépidas que se pueden
observar visualmente y se utilizan en
|aboratorios rurales o de primer nivel;
son las ELISA de cartucho donde los
antigenosseencuentraninmovilizados
sobre una membrana de nitrocelulosa
enuncartucho, seadicionadl sueroy se
filtraatravésdeunamembrana, seshace
un lavado y se usa un anticuerpo mar-
cadoespecificoparalainmunoglobulina
guesequieredemostrar; despuésdeun
lavado seaplicae sustrato. Unresulta
do positivo se observa porque se pro-
duceuncompuesto coloreadoamanera
demancha(dot blot) donde se encuen-
trael antigenoinmovilizado. Estaprue-
ba se puede hacer en 10 minutosy se
utiliza sobre todo para determinar
anticuerposcontraVIH. Sinembargo,
anteresultadosdedificil interpretacion
serecurrealaELISA deterceragene-
raciony alas pruebas confirmatorias.

Inmunoblot o Westernblot. A partir
de una extracto viral se hace una
electroforesisdeproteinasenungel de
poliacrilamida, loquepermitelasepara-
ciondelasproteinasviralesdeacuerdo

con su peso molecular, y mediante un
sistemadetransferencia, sefijanauna
membranadenitrocelulosa. Estamem-
branaqueluceun mapadeproteinas, se
cortaentirasdelgadasverticalesy cada
una de ellas quedara con un perfil de
proteinas, después se pone a reaccio-
nar €l suero del paciente donde se en-
cuentran los anticuerpos especificos
paralasproteinasviraesque sehallan
enlamembranay despuésdeunlavado,
se aplica el conjugado que es un
antianti cuerpo marcado con peroxidasa
de rébano, seincuba, selavay poste-
riormente se adiciona el sustrato
enzimético. Una reaccion de union
antigeno y anticuerpo se observara
como unabandadecolor caféquehace
evidentelauniéndel osanticuerposque
reaccionaron conlaproteinaquemigré
enesesitio. Al comparar conuncontrol

se ubicay se determinael tipo de pro-
teinaparalacual hay antigenosespeci-
ficos; de esta forma se puede definir
exactamente contra cuales proteinas
estan dirigidos los anticuerpos del pa-
cientey asimismodeterminar lafasede
lainfeccion en que se encuentra. Esta
prueba es muy especificay se utiliza
como suplementariay confir-matoria
en infeccion por e VIH o HTLV-I

cuando EL | SA daresultadoscontradic-
torios o dificiles de interpretar. Tam-
bién se utiliza para diferenciar entre
infeccion por VIH1y VIH2. En estos
momentos se empleaen muchos|abo-




Cuadro 4

Pruebas para el diagnéstico viral

Caracteristicas

Examen directo

Cultivo viral

F. de complemento

Hemaglutinacién

Neutralizacién

*Tiempo de realizacion
*Grado de complejidad

*¢,Quéencuentra?

*Sensibilidad
tincién y el observador

*Especificidad
eLimitaciones

1-2 horas

Bajo

Es una tincion

Efectos celulares
producidos por el virus

Depende de la preparacion

Puede ser baja
Relativa
Subjetiva

4-8 dias o semanas
Alto

El virus permisible
al cultivo celular

Buena, relativa a la muestra

Excelente

Necesita cultivos celulares
entrenamiento, infraestructura

1 dia
Alto

Anticuerpos
contra el virus
Buena

Buena

Es dispendiosa,
requiere muchos
controles de reactivos

Varias horas
Medio

No automatizada
Anticuerpos
contra el virus
Buena

Buena

No diferencia

tipos de anticuerpos
IgM e 1gG

Varias horas
Medio

No automatizada
Anticuerpos
contra el virus
Buena

Buena

No diferencia

IgM de 1gG. Requiere
cultivo celular

Caracteristicas Inhibicion de la Aglutinaciénde Inmunofluorescencia ELISA-RIA Western blot
hemaglutinacion latex

*Tiempo de realizacion Varias horas Unos minutos 2-6 horas 1-4 horas 1dia

*Grado de complejidad Medio Bajo. No necesita Medio Bajo Medio
No automatizado equipo ni entrenamiento Automatizada No automatizada

especial

gran volumen de muestras

Permite manejo de

VT

*¢,Qué encuentra? Anticuerpos contra virus Antigenos o anticuerpos Antigenos o anticuerpos Antigenos o anticuerpos Antigenos especificos
Anticuerpos
*Sensibilidad Buena Buena. Buena. Es alta cuando se  Muybuena Buena
combina con el cultivo
(IF directa)
*Especificidad Buena Buena Excelente Muy buena, depende Excelente
Se visualiza el sustrato del tipo de generacion del
ELISA.
eLimitaciones No diferencia Reacciones cruzadas Subjetiva, produce ELISA directa: la baja Puede dar
IgM e IgG y fenémeno prozona fatiga ocular, necesita concentracion de antigeno resultados
microscopio de inmuno- disminuye la sensibilidad. inconcluyentes
fluorescencia. Falsos + RIA: uso de is6topos cuando el titulo
por factor reumatoideo radioactivos. de anticuerpos es
bajo
Caracteristicas Hibridizacién con sondas Hibridizacién in situ  Reacciénen cadenadelapolimerasa(PCR)
*Tiempo de realizacion 2- 4 horas Varios dias 4-8 horas
*Grado de complejidad Alto Alto Media automatizada
Puede automatizarse Requiere entrenamiento adecuado
*¢ Qué encuentra? ADN-ARN viral ADN-ARN viral ADN-ARN viral
*Sensibilidad Buena-relativa Buena Excelente
*Especificidad Excelente Excelente Excelente-relativa
eLimitaciones La sensibilidad depende Alto costo La sensibilidad y especificidad

de la concentracién de ADN o
ARN presente en la muestra.

Los costos son altos

varia segun el caso y depende

del apareamiento de los cebadores
Necesita condiciones estrictas de
astringencia. Alto costo
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ratorios clinicos y de referencia?” 303
(Figura?).

PRUEBASDE
SUSCEPTIBILIDADVIRAL

El desarrolloderesistenciaclinicaa
losagentesantiviral es, sshadocumen-
tado en varios virus de importancia
clinica, queincluyend virusdeinfluen-
za,HSV,VZV,CMV yVIH.Unadelas
principales causas para esto es €l uso
diseminadoy cadavez méasfrecuentey
rutinariodeloantivirales. Portanto, los
datos acercade los perfiles de suscep-
tibilidad viral sonimportantesy Utiles,
tanto por razones clinicas como
epidemiol6gicas. Una de las mayores
aplicaciones o0 en los casos donde es
masevidentey necesario esto, esenla
infeccion por € VIH dondeel perfil de
sensibilidad del virusesimportanteene
seguimientoy enel enfoquedel mangjo
terapéutico delaenfermedad.

Es claro que para efectuar pruebas
desusceptibilidad esnecesario obtener
primerounaislamientoviral; apartir de
éste se pueden hacer métodosdiferen-
tesparaestepropdsito, asaber: medirla
replicacién vial en presencia de con-
centraciones variables de antivirales,
gueincluyenlareduccion delaforma-
ciondeplaca, hibridizacion de ADN o
ARN, inmunofluorescenciay ensayos
con colorantes. Ademasexistelaposi-
bilidad de descubrir mutaciones por
PCR que son responsablesdelaresis-
tenciaaciertos agentes antivirales, un
gjemplo de ello es e gen de latrans-
criptasareversadel VIH asociado con
resistencia a zidovuding, la timidina
quinasaolaADN polimerasaasociadas
con laresistenciaal aciclovir o el gen
M2del virusdeinfluenzaqueseasocia
con resistencia a amantadina y
rimantadina

En términos generales las pruebas
parasusceptibilidadviral noseencuen-
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trantotalmenteestandarizadassalvopara
VIH. Losresultados pueden depender
de factores multiples como € tipo de
prueba, la linea celular utilizada, el
inéculo viral y el laboratorio donde se
llevan acabo las pruebas®.

CONCLUSIONES

Laspruebasdediagndsticoviral se
han desarrollado demaneraimportante
en los ultimos afos, nuevas técnicas
mas rapidas, simples, poco costosas,
sensiblesy especificas se ofrecen hoy
en dia, sin embargo, la evaluacién de
éstassiempresedebehacer conbaseen
| os «estandares de oro» (como los cul-
tivos y la fijacién de complemento,
etc.) y de acuerdo con una adecuada
correlacién clinica. Ladisponibilidad
deestaspruebas se debe acompariar de
unadptimarealizaciénanivel técnico,y
unaadecuadarecol ecciény almacena-
miento de la muestra, ademas de una
interpretacién acertada. La demostra-
ciondirectadeantigenostienevalor en
€ diagndstico, prondsticoy seguimien-
todelainfeccion asi como en el trata-
miento médico y es indicador impor-
tantedeinfeccionactiva. Sinembargo,
en algunos casos |a concentraci6n del
antigeno puede no ser suficiente para
su descubrimiento. Por otro lado, |la
determinacién de anticuerpos es (til
particularmente cuando no setienela
posibilidad de realizar una demostra-
cion directa de antigeno o en caso de
ser negativa a pesar de la sospecha
clinica o porque haya pasado la fase
agudadelainfeccion. Estoscasoscons-
tituyen un complemento paradetermi-
nar el diagndstico de unaenfermedad.
Laspruebasindirectasodeanticuerpos
también son importantes para estable-
cer losantecedentesdeinfeccidnvira
enlahistoriaclinicadeunpacientey en
unacomunidad y son clavesen definir
& model odediseminaciondeunserotipo

determinado. Sin embargo, deben te-

nerse criterios muy definidos para la

interpretaci ondeuntitulodeanticuerpos

y esto dependedd tipo delainfeccion,

la naturaleza del virus, la clase de

anticuerposy lacondiciéndel huésped.

Paralainterpretacion de lostitulos de

anticuerpos se deben tener en cuenta

algunasguias.

a. Los cambios en €l titulo de anti-
cuerpos solo se pueden interpretar
cuando se hayan hecho conlamis-
matécnica;

b. Debeevitarseenloposibleinterpre-
tar unsolotitulo altodeanticuerpos
comoindicativodeinfeccidnactiva
oaguda;

c. La caida de los titulos suministra
pocainformacion, sloquelainfec-
cion ha ocurrido pero no en qué
momento;

d. Unaumentosignificativoend titulo
de anticuerpos en sueros pareados
(agudo y convaleciente) se puede
utilizar parael diagnéstico. Unsuero
agudo se obtiene durante la fase
aguda de la enfermedad y se debe
comparar con un suero convale-
ciente gue se debe tomar alas dos
semanascuandolafaseagudayase
ha resuelto. Una diferencia de 4
titulosessignificantey puedeindi-
car presencia de infeccion activa;
estoeslomasindicado parael diag-
ndstico, pues una sola muestra de
sueroesmuy dificil deinterpretart=,
Las pruebas moleculares son una

aternativadtil enel diagnésticoviral y

su desarrollo es cada vez mas amplio,

sin embargo son costosas y requieren

altos niveles de entrenamiento y

estandarizaci 6n quehacen quesu pues-

taen marcha en el medio nacional se
realiceenformaprogresivay lenta, no
obstantelanecesi dad detenerlasdispo-
nibles.

Sin embargo, esimportante recor-
dar que, apesar delaescasadisponibi-
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lidad delas pruebas més avanzadas de
diagnosticoviral, lautilizacion, realiza
cion e interpretacion adecuada de los
métodosdelaboratorio accesiblesden-
tro del contexto clinico del paciente,
puedenofrecer unéptimodiagnosticoe
instaurar las medidas profilécticas o
terapéuticas necesarias (Cuadro 4).

SUMMARY

Diagnosis in viral entities is an
important challengeduetoisdifficulties,
particularly in developing countries
where, in most cases, empirical
diagnosesandtherapy areusually carried
on. However, worldwideimprovements
and availability of new technologies
now permit the study of viruses and
viral diseases inmany laboratories, not
only in specialized research facilities.
Tradicional testsused many yearsago
havebeenreplaced by simple, rapidand
often relatively inexpensive antigen
detection test kits, that have
revolutionized both clinical care and
|aboratory practice. The antibody test
is useful to determine prevalence of
viral infection and it is important to
carry onepidemiological studiesinlo-
ca communities. On the other hand,
molecul ar test haveimprovedtheability
for detecting viral agents and to
document an infection, the disease
progression and the follow up of the
therapy more conclusively. It is
important the development of new
methodol ogy andtheimplementation of
new tests for a good vira diagnosis,
asoitisappropriatean adequate useof
the available tests, in order to make
more accurate diagnoses. The aim of
this article is to discuss the new
technology for viral diagnosisand how
and when to apply it. The review is
planned as a guide about the viral
diagnostictoolsfor health-careworkers
and students.
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