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Introduccién

El especialistaen pediatria puede preguntarse ¢por qué hacer
el diagndstico etiol dgico de lasinfecciones sospechosas de ser vi-
rales si lamayoriason autolimitadas, curan solas, y en las graves
disponemos de muy pocos farmacos realmente eficaces?. Estain-
terrogacion no puede sostenerse desde hace ya més de una déca-
day enlaactuaidad el nimero de laboratorios de virologia que
hay en los hospital es de nuestro pais ha crecido considerablemente.
Dicha proliferacion es debida a que €l diagndstico etioldgico de
las infecciones viricas es de gran interés en 10s siguientes aspec-
tos.

a) El nmero de enfermos pediétricos que presentan un cua
dro febril de origen desconocido por e queingresan en un centro
hospitalario y en los que la historia clinica se cierrasin saber la
etiologia. Incluso puede haber ladificultad de diferenciar unain-
feccion bacteriana de una viral, como sucede en algunas menin-
gitis bacterianas abortadas por €l tratamiento. Ademas, es muy
preocupante el tener pacientes con sindrome febril que persiste
apesar del tratamiento antibictico.

h) El establecer € diagndstico etioldgico de unainfeccion vi-
ral importante, persistente o grave, es necesario para poder aven-
turar un prondstico del paciente®, decidir si necesita aislamien-
to, como en las infecciones por virus respiratorio sincitial, o re-
quiere cuidados especiales como en las producidas por VIH. En
laactualidad hay |aposibilidad de administrar farmacos antivira-
les muy efectivos como el aciclovir, el ganciclovir o el foscarnet,
no exentos de efectos indeseables, el uso de los cuales, especial-
mente de |os dos Ultimos, debera apoyarse en un contral virol6-
gico.

c) A pesar de que lavirologia diagnostica ha progresado no-
tablemente en los ltimos diez afios y que en algunasinfecciones
se puede conocer €l resultado de lainvestigacion viroldgica en
menos de 24 horas, puede decirse que una parte importante de dic-
tdmenes|legan demasiado tarde y carecen de la utilidad deseada.
Sin embargo, s en el momento de cerrar lahistoriaclinicayase
conoce la etiologia infecciosa, esta experiencia sera valida ante
nuevos pacientes con € mismo sindrome.

El pediatraque trabgjaen un centro hospitalario y en especia
el que se dedica a enfermedades infecciosas, 0 que tiene contac-
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to con enfermos inmunodeprimidos, debe tener unaidea, aunque
seamuy basica, de |as técnicas de laboratorio de virologia para
poderlas solicitar cuando sea preciso. Ha de saber las muestras
que debe estudiar en cada sindrome infeccioso, cdmo obtenerlas
y mandarlas al laboratorio, € resultado que puede esperar y cuan-
do lo vaarecibir, y finamente, cémo valorar los resultados ob-
tenidos.

Técnicas virolégicas de laboratorio

El diagnostico etioldgico de las infecciones viricas, a igual
que las bacterianas, se puede realizar mediante la visualizacion
del microorganismo, la deteccion de sus antigenos o de su acido
nucleico, su aislamiento mediante cultivo o por el estudio sero-
I6gico del paciente®.

Visualizacion del agente etiol6gico

Mediante lamicroscopia 6ptica: estatécnicamuy utilizadaen
bacteriol ogiatiene poca aplicacion en virologia. Por microscopia
Opticano se pueden observar directamente los viriones en lamues-
tra debido a su pequefio tamafio, aunque si pueden visualizarse
inclusionesintracitoplasméticas o intranucleares en € interior de
las células afectadas. Estas inclusiones corresponden a aciimulos
de virus que se estan multiplicando. En la préctica, €l anatomo-
pat6logo puede dictaminar lalesion inflamatoriaviral inespecifi-
Ca, 0 con mas precision la presencia de citomegal ovirus en biop-
sias de casi todo tipo de érganos sdlidos. La desventaja que pre-
senta esta técnica esta en que sdlo las muestras muy abundantes
serén positivas.

Por microscopia electronica: da un aumento y una defini-
cién suficientes parala observacion de las particulas viricas. ES
imprescindible que estén muy concentradas paravisualizar algu-
nas. Por este motivo el diagnostico directo en lamuestra solo es
(til en algunos casos concretos como son las muestras de heces
en lactantes con gastroenteritis virica. Aparte del trabajo de diag-
ndstico, esta técnica permite visualizar patégenos que quiza por
otros métodos no se podrian descubrir. Asi, lamicroscopia elec-
trénicahafacilitado e descubrimiento deinfecciones como lahe-
patitis B, las infecciones por parvovirus B19 o, por € interés ac-
tual, cabe citar € virus de Ebola. En todas ellas e nimero de vi-
riones circulantes en sangre llega a ser muy elevado. Lainmuno-
electromicroscopia, que consiste en €l tratamiento seroldgico de
lamuestracon lafinalidad de aglutinar las particulas viraes, pre-
vio ala observacion microscopica, no solo ayuda alocalizar los
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viriones, sino que al ser unareaccion especificaes (til en suiden-
tificacion. En la préctica diagndstica la microscopia electrénica
ha quedado limitada a estudio de gastroenteritis, biopsias de
encefditisfocal necrosante y muestras de sangre en los casos con-
cretos citados.

Deteccion delos antigenos virales®

M ediante reacciones antigeno-anticuerpo se pueden detectar
los antigenos de determinados virus directamente en las muestras
clinicas, obteniendo €l resultado en pocas horas e incluso en mi-
nutos. En laactualidad existen técnicas muy diversas que varian
fundamentalmente en el sistema de lectura: en la reaccion espe-
cificacontra unade |as proteinas virales suele utilizarse un anti-
cuerpo monoclonal (de origen murino) y posteriormente se po-
ne de manifiesto por laaccion de un segundo suero antiglobulina
de ratén unido a un enzima, habitualmente una peroxidasa, fos-
fatasaalcalinao hiotina, 0 afluoresceina. El primer caso dalugar
alas reacciones inmunoenziméticas (EIA) y €l segundo, alain-
munofluoresencia (IF). Las primeras se estan utilizando amplia-
mente en €l diagndstico rapido de las viriasis respiratorias, espe-
cidmente paralasinfecciones por virus respiratorio sincitial, vi-
rusgripalesy paragripales. Las muestras requeridas para su estu-
dio son secreciones respiratorias entre las que el lavado nasal pa-
rece dar el mejor resultado. La deteccidn de la proteina denomi-
nadap24 de VIH en lasangre de | os pacientes sospechosos de pa-
decer estainfeccion se realiza en muestras de suero por EIA.
Asimismo, lamayoria de los marcadores antigénicos de |a he-
patitis B y C seinvestigan por el mismo sistema.

El EIA, queiniciamente se redlizaba en tubo o en &l pocillo
de una placa de microtitulacién, en la actualidad conoce un so-
porte nuevo: un papel de filtro sujeto a una capsula de plastico.
En nuestas manos este tipo de EIA esrépido y sencillo de reali-
zar, pero tiene el grave inconveniente de ser caro, sobretodo si el
nimero de muestras probadas es elevado, y que alo largo delos
aflos hemos observado una notable disminucion de su sensibili-
dad.

Deteccidn delos &cidos nucleicos virales?

A mediados de |a década de los ochenta fue utilizada la téc-
nica de hibridacion para detectar acidos nucleicos de virus en
las muestras clinicas. Aunque latécnica eraatractivay de hecho
facilitaba el estudio en determinadas circunstancias como lain-
vestigacion de parvovirus B19 en sangre o la de citomegal ovi-
rus en biopsia, no siempre presentaba méas ventajas que unare-
accién inmunoenzimética «in situ». Laingeniosareaccion en ca-
dena de la polimerasa aplicada a la virologia desde 1987, multi-
plicaen progresi6n geométrica determinado segmento de una ca-
denade ADN 0 ARN antes de proceder asu hibridacion. En con-
secuencia, consigue detectar cantidades infimas de determinada
porcion de genomaviral. A latécnicainicial de deteccion de ADN
se han desarrollado numerosas variantes. Una de ellas es la adi-
€idn de una transcriptasa inversa para transformar €l ARN viral
en ADN. Estatécnica permite lainvestigacion de virus ARN tan
frecuentes como los enterovirus. A su extraordinaria sensibilidad
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hay que oponer ladificultad deinterpretacion; la presenciade unas
cadenas de &cido nucleico no demuestran que el patdgeno estéen
plena replicacion, pues hay la posibilidad de detectar virus que
estan en fase latente, y ademas cada reaccion es especifica para
una sola especie.

Tras unaexperienciaamplisimaen el diagndstico virol 6gico,
en laactualidad puede decirse que, practicamente, todoslos virus
patégenos conocidos parael hombre pueden investigarse mediante
latécnicadelaPCR o sus variantes. Hay aplicaciones muy con-
cretas reconocidas universalmente como técnicas de eeccion. A,
lainvestigacion de citomegalovirus (CMV) esmas til en el plas-
ma sanguineo que en los polimorfonucleares, y la deteccion de
|os agentes responsables de |as encefalitis (herpes simple, vari-
celay enterovirus, entre otros) en liquido cefalorraquideo o en
hiopsias, es el método mas sensible, recomendandose como téc-
nica de eleccion. LaPCR presenta una sensibilidad y especifici-
dad que la hace extraordinariamente Util en el diagndstico de la
infeccion por VIH congénita determinadaen lasangre del lactante
mayor de un mes. El precio de estas reacciones aunque algo ca
ro es mas asequible en la actualidad y permite el uso dela PCR
en diagndstico.

Aidamiento®9

A diferencia de lamayoria de las bacterias, 10s virus necesi-
tan célulasvivas para su desarrollo y multiplicacion. Ademés los
virus humanos tienen especificidad por las células humanas de
animales relativamente préximos. Por este motivo la virologia
siempre ha tenido mayor dificultad técnicaen el aislamiento de
estos gérmenes que |a bacteriologia. Inicialmente slo se podia
cultivar virus por inoculacion de las muestras clinicas aanimales
susceptibles. De esta manera se conseguia reproducir 1a polio-
mielitishumanaen el chimpancé al inocular un extracto de heces
de un paciente con poliomielitis. Las especies viricas aislables
eran muy pocas, y lavirologiano avanzo tangiblemente hasta que
sepractico lainoculacion al huevo embrionado. Desde hace cua-
tro décadas €l aislamiento rutinario de los virus a partir de las
muestras clinicas se redliza por siembraen cultivos celulares, que
consisten en la propagacion «in vitro» de células obtenidas en un
macroorganismo. Los cultivos celulares, Ilamados también culti-
vo de tejidos, permiten investigar un ndmero de muestras elevar
do con un trabajo y un costo muy asequible alos hospitales. No
todas las especies viricas conocidas pueden aidarse por este sis-
tema, pero hay un buen nimero de €llas que se desarrollan en po-
cosdiasy que, por tanto, son (tiles pararealizar el diagndstico de
nuestros enfermos. Asi, es frecuente en un laboratorio de virolo-
giaaidar virus como €l virus del herpes simple, varicela-zoster,
citomegalovirus, adenovirus, respiratorio sincitial y buena parte
de los enterovirus (tablal). Por otro lado €l aidamiento de virus
de crecimiento lento y dificil como el de lainmunodeficiencia hu-
manatiene una utilidad limitada a cuando no es posible o segu-
ro por otros métodos, tal como sucede en el recién nacido sos-
pechoso de padecer infeccién por VIH. Lamayoriade virus cita-
dos pueden reconocerse en €l cultivo celular por las lesiones ce-
lulares que producen, €l llamado efecto citopético que s carac-
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Tabla | Virus que se pueden aislar de muestras

clinicas y tiempo de aparicion del efecto

citopatico

Virus Tiempo (dias)
V. de herpessimple 1-2
V. delavaricelazoster 3-5
Citomegalovirus (CMV) 6-8
CMV en recién nacidos 1
Adenovirus 37
Enterovirus (polio, coxsackie B, ECHO) 1-8
VirusinfluenzaA 'y B 19
V. parainfluenza 3-8
V. respiratorio sincitial 2-6
V. delaparotiditis 2-6
Reovirus* 35
Coronavirus* 36

* Virus que pueden mostrar efecto citopatico poco evidente e
inconstante.

teristico de laespecie 0 d menosdelafamiliaviral. Por este mo-
tivo, a aparecer los sintomas de crecimiento se podra dar con cier-
ta garantia un dictamen de presuncion.

Ventajas del cultivo

El cultivo de las muestras clinicas para el aislamiento de vi-
rus presenta las siguientes ventajas:

a) Permite estudiar cualquier tipo de muestra clinica excepto
las prétesis. El aidamiento en biopsias, LCR 0 sangre, esunaprue-
baindiscutible de que lainfeccion estd en aquel drgano o liquido
organico. Se considera el «gold standard» o prueba patron para
los virus de fécil crecimiento.

b) El cultivo es unainvestigacion abierta a numerosas espe-
cies, adiferenciade las pruebas de deteccion de antigeno. En nues-
tros pacientes hemos aislado repetidas veces toxoplasma cuan-
do el patdgeno buscado era citomegalovirus, y de las muestras
respiratorias se pueden obtener una muy variada gama de virus.

C) El tener lacepavira aidada posibilitahacer pruebas de sen-
sihilidad a antivirales. El virus herpessimpley el delavaricela
zoster son ocasionalmente resistentes a aciclovir, asi como €l ci-
tomegalovirus puede serlo a ganciclovir eincluso a foscarnet.
Hay técnicas que determinan €l grado de resistencia que una ce-
pa pueda tener.

Al mismo tiempo el cultivo tiene sus limitaciones:

a) Hay muchas especies viricas que crecen muy despacio 0 no
crecen en absoluto. El virus de Epstein-Barr, € parvovirus B19,
el herpes humano 6y otros muchos, a no crecer en los cultivos
habitual es deben estudiarse con otros métodos.

b) El cultivo celular requiere personal especializado y cons-
tante, tanto en el mantenimiento de las células, como de la de-
teccion de los efectos citopaticos.

¢) El coste delos cultivos celulares es rel ativamente caro ano
ser que el |aboratorio mismo los obtenga.
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Tabla Il  Indicaciones de la serologia, segun el

agente viral

La serologia es muy il en:

Diagnostico y estado inmunitario de infecciones por virus dificiles de
aislar o detectar:

Virus delas hepatitisA,B,C,Dy E

V. de Epstein-Barr

Parvovirus B19

VIH 1y 2, HTL V1, HTL V2

V. delarubéola

V. del sarampidn

Virus herpes 6, 7 ¢8?

Hantavirus

Es ocasionalmente Util en:

Infecciones por:

Citomegal ovirus, herpes simple (infecciones sistémicas), varicela
zoster.

Es muy limitada en:

Infecciones por:
Virus de la parainfluenza, adenovirus, rinovirus, coronavirus.

Indicaciones de la serologia seglin el cuadro clinico:

Puede ser muy (til en:

Todo sindrome febril, persistente o grave, de origen desconocido.

Encefalitis

Hepatitis

Infecciones exantemati cas mécul o-papul osas

Es ocasionalmente (il en:

Infeccion intrauterina (si lalgM es positiva)

Neumonia (limitada en lactantes)

La serologia es poco Util en cuadros agudos o con poco estimulo
antigénico:

Gastroenteritis viricas

Meningitis agudas

Infecciones respiratorias agudas del lactante

Infecciones limitadas en piel y mucosas: oculares, genitales, orales.

Deteccion de antigeno en € cultivo

A esta técnica se le denomina «shell-vial». Consiste en que
alas 24-48 horas de haber sembrado una muestra en cultivo ce-
lular, sefijay seinvestigan los antigenos del virus que se sospe-
cha. Tiene sumaximavutilidad en el estudio de CMV, virus de cre-
cimiento lento, pues requiere unos 6-8 dias para conocerlo, y que
a detectar & antigeno temprano (proteina de 74.000 daltons) po-
demos tener €l diagnostico en menos de 24 horas. También se
hamostrado valida parainvestigar diversos virus en infecciones
respiratorias.

Serologia®9

Durante muchos afios el diagnostigo de lasinfeccionesviricas
se habasado mayoritariamente en laserologia. Enlaactualidad la
serologia esté indicada en aguellas infecciones en las que no es po-
sible, 0 es dificil, detectar 0 aidar €l virus causal (tablall) como
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sucede en lasinfecciones por virus de la hepatitisA, B, C,D Y E,
el virus de Epstein-Barr y parvovirus B19. Y también en infec-
ciones en las que pudiéndose diagnosticar por otros métodos, hay
circunstancias, como €s la obtencion de muestras con pocas parti-
culasvirales, por lo que el rendimiento de éstas es bajo y la sero-
logiaaumenta las posibilidades de aclarar € cuadro clinico. Aparte
dela utilidad diagnostica en enfermos, una aplicacion importan-
te de laserologia es el estudio del estado inmunitario de la po-
blacion. Asi, es posible investigar la susceptibilidad o lainmuni-
zacion de una poblacion vacunada o no.

Las técnicas utilizadas son muy variadas (tablalll) y se po-
drian clasificar en aguellas que no diferencian las 1gG delasIgM
especificas. reaccion de fijacion de complemento, de inhibicion
de la hemoagl utinacion, aglutinacion indirectay de neutraliza-
cidn, delas que si se pueden distinguir |as diversas gammaglo-
bulinas: enzimoinmunoensayo, inmunofluorescenciay radioin-
munoensayo. Lareaccion de western-blot estudialos anticuerpos
en funcion de los antigenos virales.

La reaccion de fijacion de complemento ha sido la mas uti-
lizada hasta que ha sido reemplazada, en parte, por lareaccién
de enzimoinmunoensayo. Permite estudiar lamayoria de infec-
ciones virales, y aungue es menos sensible y algo menos espe-
cifica, hasido y estodavia de valor indudable. Su mayor des-
ventgja estd en que para establecer un diagnostico de infeccion
€S preciso obtener la seroconversion del paciente, es decir: ha
cer ¢l estudio conjunto de una muestra de suero obtenida en la
faseinicia y otraalos 7-12 dias en unafase mal llamadade con-
valecencia. El incremento notable de anticuerpos debe detec-
tarse al menos cuatro veces mas, |o que corresponde a dos dilu-
ciones de suero; es una prueba indiscutible de infeccion hayao
no hayaclinica. Lareaccion defijacion de complemento es com-
pleiay delicada: por un lado, es unaventaja, pues €l técnico de
laboratorio sabe perfectamente si lareaccion hafuncionado bien
0 no, y en este caso el motivo por el cual no ha funcionado;
por otro lado, para que lareaccion de resultados seafiable debe
realizarla persona muy entrenado.

El enzimoinmunoensayo (EIE), a igual que las otrastécnicas
citadas, nos puede detectar por separado lalgM, 1gG elgA, y ade-
més es mucho més sensible. Por tanto, en una muestra de suero
es posible obtener unalgM positivaqueindicarainfeccion enfa-
se aguda o subaguda. Debe recordarse que laduracion de unalgM
en suero suele ser de 2 a4 meses, pero depende de lainmunidad
del enfermo y del estimulo antigénico. El EIE eslareaccion mas
utilizada en serologia desde hace més de una década, en ello ha
influido su innegable ventaja diagnosticay también la facilidad
de gjecucion.

Lareaccion deinmunofluorescenciatiene algunas de las mis-
mas ventgjas que presenta el EIE, pero larealizacion de latécni-
cay su lectura son mas lentas. En la actualidad es latécnicade
eleccion paralainvestigacion delos anticuerpos, tanto 1gG como
IgM, anticapside de virus de Epstein-Barr. Esta pruebatiene la
ventgja de ser mas sensible que la de los anticuerpos heterdfilos
(Paul-Bunnell-Davidsohn), que en pacientes pediatricos puede
dar resultados fal samente negativos.
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Tabla Ill  Reacciones seroldgicas

No distinguen €l tipo de inmunoglobulinas:
Reaccion de fijacion de complemento
Inhibicion de la hemoaglutinacion
Neutralizacion

Aglutinacion indirecta de particulas de latex
Inmunodifusion

Distinguen diferentes tipos de inmunoglobulinas (IgM, 1gG, 1gA):
Enzimoinmunoensayo

Inmunofluorescencia

Radioinmunoensayo

Distinguen anticuerpos frente a diversas proteinas virales:
Western-blot

Reacciones inespecificas:

Paul-Bunnell-Davidsohn

Lareaccion de western-blot se ha estudiado en varias infec-
ciones viricas, pero en trabajo rutinario se utiliza exclusivamen-
te como prueba de confirmacion en 10s sueros positivos o dudo-
sos aVIH. Es debido a que los Unicos anticuerpos anti-VIH que
se consideran total mente especificos son los dirigidos contralas
proteinas 120 y 41 Kd de VIH-1y 36 Kd de VIH-2.

Obtencidn y transporte de las muestras©9

El éxito en d diagnostico etioldgico de unainfeccion viral de-
pende en gran medida de las muestras estudiadas. El laboratorio
de virologia puede tener técnicas irreprochables pero si las mues-
tras no son las adecuadas o han [legado en malas condiciones, los
resultados serén fal samente negativos si es que el espécimen se
pudo procesar. En primer lugar hay que saber las técnicas diag-
ndsticas que salicitaremos: serologia, aislamiento, deteccion de
ADN, ARN o de antigenos proteicos, 0 visualizacion.
Probablemente, dependiendo del diagnostico clinico, se requie-
ran varias técnicas al mismo tiempo (tablalV).

Una buena muestra viene definida por haberla obtenido en
€l lugar y en € momento preciso. Si el objetivo estaen €l aida-
miento, deteccion o visualizacion del patdgeno, hay que obtener
las muestras en los 6rganos y fluidos corporales que tengan mas
posibilidades de albergar el germen. Para ello hay que tener en
cuenta, ademés de laclinicadel paciente, |a patogenia de los po-
sibles responsables de lainfeccidn, es decir, los lugares que afec-
tael virus en las diferentes etapas de viriasis. Asi, en una me-
ningitis sospechosa de ser virica, es aconsejable no sdlo estudiar
€l liquido cefalorraquideo, sino también el exudado faringeo por
ser lainhalacion o laingesta probablemente |a puerta de entrada
del virus, y las heces ya que la mayoria de meningitis en nuestro
pais se deben a enterovirus, y cuando €l enterovirus estainacti-
vado en LCR alin se eimina algunos dias o incluso semanas por
viaentérica. Tanto Si se trata de infecciones agudas como suba
gudas, es fundamental obtener lamuestraen los primerosdias, si
fuese posible las primeras horas, de aparecer el cuadro clinico.
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Tabla IV  Muestras clinicas que deben estudiarse segun la patalogia del enfermo

Sindrome infeccioso

Sistema nervioso central

Encefalitis (HS, VZ, CMV, EV, otros)
Meningitis (EV)

Polirradiculitis en SIDA (CMV)

Infecciones respiratorias

(vias atasy bajas)

Por virus que no presentan latencia
(RS, Flu, Pflu)

Por virus habitualmente en estado
latente (CMV)

Mononucleoss (E-B, CMV, AD,
toxoplasma).

I nfecciones cardiacas
Miocarditis, pericarditis (EV, CMV, Flu)

I nfecciones de aparato digestivo
Estomatitis (HS)

Esofagitis (HS, CMV)

Gastritis, duodenitis hemorrégica (CMV)
Gastroenteritis (Rota, AD, otros)
Proctitis (HS, CMV)

I nfecciones urinarias
Cistitis hemorrégica (AD)

Sindrome febril sin focalidad

en inmunodeprimido CMV, E-B, VH6,
otros.

I nfecciones oculares

Conjuntivitis, queratitis (AD, HS, EV) Frotis
| nfecciones exantematicas
Vesiculares (HS, VZ, EV)
Méculo-papulares (Ru, Sa)

I nfeccidn intrauterina

(CMV, Ru, VIH, Parvo B18, VZ, etc.)

Liquido amniético, orina, sangre.

Muestras clinicas diagnésticas Muestras clinicas auxiliares Serologia
Biopsiacerebral, LCR Exudado faringeo, heces LCRYy suero
LCR Exudado faringeo, heces
LCR LCRYy suero
Lavado o aspirado nasofaringeo Frotis faringeo
Lavado broncoalveolar, cepillado, Suero
biopsia
Exudado faringeo 2 muestras de suero
Heces, liquido pericardico (?) Exudado faringeo Suero
Biopsiamiocardio (?)
Frotisoral
Exudado, biopsia
Biopsia
Heces
Frotisdelesion
Orina
Sangre (leucocitos) Orina, saliva, secreciones Serologia seriada
respiratorias
Liquido de vesicula Exudado faringeo, heces
Suero

Sangre del cordén

AD: adenovirus; CMV: citomegalovirus; E-B: virus de Epstein-Barr; EV: enterovirus; HS: herpes simple; Flu: influencia; Pflu: parainfluenza;
Parvo B19: parvovirus B19; Ru: rubéola; Sa: sarampion; VZ: varicela-zoster.

Posteriormente las defensas naturales del organismo habran neu-
traizado a microorganismo. Habitual mente las muestras faciles
de obtener llegan a laboratorio en cantidad mas que suficientes:
heces, orinay otras. Cuando lamuestraen estudio es escasa: pun-
cién hidpsica, aveces el LCR, €l pediatra debe seleccionar por
orden de interés las pruebas que solicitaa laboratorio, seaal de
microbiologia, anatomia patol dgica o biogquimica.

Conservacion y transporte de muestras clinicas

Debido aquelamayoria de agentes viraes son lbilesalaac-
cidn de los agentes fisicos y quimicos, unavez que se ha obteni-
do lamuestra debe mantenerse a bgjatemperaturaen neveray re-
mitirlaal laboratorio lo antes posible. S6lo las heces pueden con-
gelarse puesto que los virus que pueden contener son resistentes.
El pediatra debe ser consciente de la urgencia que tiene lamues-
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tra para cultivo, pero esta premisa no debe frenar alos clinicos
que gercen lgosde los centros de virologia, pues delas muestras
refrigeradas pueden haber muchos aislamientos alas 24 horas, y
dependiendo del virus de que se trate podria permanecer alin més
tiempo. Ademas, muestras que por € tiempo transcurrido entrela
tomay lareaccion son estérilesy no son Utiles para cultivo, pue-
den ser aptas paraladeteccion de antigeno o &cido nucleico. Asi,
en nuestras manos, las muestras de aparato respiratorio sembra-
das en lunes, y obtenidas uno o dos dias antes, dan un notable ma-
yor nimero de detecciones positivas de virus respiratorio sinci-
tia que de aidamientos del mismo, mientras que el resto dela se-
mana |as positividades se corresponden sensiblemente.

Es muy aconsgjable utilizar medios de transporte para virus,
siempre y cuando aguella muestra no comporte lainvestigacion
con bacteriologia. El medio de transporte esta compuesto por una
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solucion tamponada, un protector como laalbiminao gelatina, y
antibidticos para eliminar la proliferacion bacteriana. Las mues-
tras de sangre destinadas a aislamiento o deteccion a partir delos
leucocitos deberdn llevar anticoagulante: heparinao EDTA. Este
Ultimo da mejores resultados para la separacion de los polimor-
fonucleares.

Si d espécimen debe enviarse por correo u otro medio detrans:
porte, debe ir junto con materia absorbente dentro de una bolsa
impermeable sellada, y todo ello dentro de una caja suficiente-
mente fuerte para que no se chafe ni desgarre.

Valoracion de los resultados@>7

Laevaluacion delas pruebas de laboratorio en virologiaes al-
go masfécil que en bacteriologia en cuanto todo virus humano es
pat6geno obligado de las células humanas y, por tanto, no caben
los conceptos de saprofito o de comensal, pero las diferentes fa-
ses que puede tener unainfeccién virica pueden dificultar lain-
terpretacion de los resultados. Lainfeccidn subclinica, las infec-
ciones por repeticion, el estado latente, lainfeccion lentay lain-
feccidn activa aguda pueden ser diferentes estadios de un mis-
mo virus con diversas manifestaciones clinicas y serol dgicas. Por
todo ello, conviene analizar cuando un resultado tiene valor diag-
néstico y cuando no, con todos los matices intermedios dando el
vaor que merece cada uno de elos, con lafinalidad de ser (il pa-
ra establecer el diagnostico.

En lavaloracion de los resultados debe tenerse en cuenta: la
muestra positiva, el agente infeccioso determinado y latécnica
utilizada. El ideal en un paciente infectado seria: tener una sero-
conversion, € aislamiento en unamuestra de primer orden (biop-
sia, LCR o lavado broncoalveolar) y que todo ello coincidiese con
laclinicadel enfermo. Si estos hallazgos no se acompafiasen de
la sintomatol ogia correspondiente habria que pensar que el pa-
ciente estaen fase deincubacion, delatencia, o que setratade una
infeccién subclinica. En principio pueden afirmarse los siguien-
tes puntos:

Resultados con valor diagnostico

Teniendo en cuenta el tipo de muestray la técnica empleada
tendriamos: €l aisamiento de un virus en una muestra de primer
orden, es decir, biopsia, LCR o lavado broncoalveolar obtenido
en condiciones irreprochables. La deteccion de acidos nucleicos
0 de antigenos en LCR, hiopsia cerebral y miocardica. La sero-
conversiony laaparicion delalgM especifica. También tieneva
lor diagndstico €l aislamiento en cualquier tipo de muestra de vi-
rus en 1os que no se reconoce un estado de latencia, aunque si de
infeccidn subclinicaaguda: virus respiratorio sincitial, influenza,
parainfluenza, parotiditis, o incluso virus responsables de infec-
cidn lenta, como el virus del sarampion.

Resultados orientativos

Son hallazgos que refuerzan la etiol ogia dentro de un contexto
clinicoy analitico. Tiene valor orientativo el aislamiento de agen-
tes virales cuya patologia coincide con laclinica pero que seais-
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lan en muestras no relacionadas directamente con el sindrome es-
pecifico. El aidamiento de enterovirus en lafaringe o en las he-
ces de un nifio con meningitis de liquido claro, 0 el de un ade-
novirus, en las mismas muestras, de un enfermo de neumonia ati-
pica, entrarian en este grupo. Se acepta que e aislamiento de es-
te Gltimo virus en ambas muestras a la vez refuerza, con mucho,
el diagnostico, pues demuestra replicacion activa. La deteccion
de antigeno de CMV en d polimorfonuclear en niveles bajos es
todavia dificil de evaluar pero se pretende dar un significado de
infeccion con pocas posibilidades de ser €l responsable de dar
sintomatologia. El hallazgo de ADN de CMV en érganos en los
que puede estar latente, como el pulmén, es un dato positivo pe-
ro hay que tener en cuenta esta posibilidad.

Unos titul os serol 6gicos marcadamente altos frente a un an-
tigeno es orientativo, sobre todo, si los valores serol 6gicos fren-
te a otros agentes persisten bgjos, es decir, no hay hiperreactivi-
dad personal.

Resultados de valor limitado

Sera de utilidad dudosa €l aislamiento de un virus cuya ex-
crecion puede prolongarse més alld delacuracion, y que no guar-
daunarelacion claracon laenfermedad actual. Son gjemplos co-
nocidos el aislamiento de CMV de la orina de un lactante o un
herpes simple de faringe, que deben valorarse sdlo en relacion con
lapatologia del paciente.

Unos titul os séricos medios invariables o en descenso en un
paciente inmunocompetente apuntan a unainfeccion yacuradao
con poco estimul o antigénico; por gemplo, lainfeccion localiza-
da en mucosas. Los mismos titulos en un enfermo inmunodepri-
mido apenas son valorables.
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