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Las pruebas especificas para el diagnéstico
de la viruela han mejorado notablemente
durante estos tltimos afios v en la actualidad
prestan gran ayuda al clinico, permitiéndole
el diagnéstico especifico exacto. Desde que
es obvia la importancia que tiene el reconoci-
miento temprano o precoz de la viruela, las
pruebas especificas de laboratorio son de
enorme utilidad, especialmente durante los
primeros momentos de una epidemia, asi
como en los casos de 4reas en las que la en-
fermedad no es frecuente y donde la enferme-
dad se encuentra muy diseminada. Por otro
lado, la diferenciacién precoz entre viruela
v varicela sélo se puede hacer con seguridad
mediante las pruebas de laboratorio. Ofrece-
mos a continuacién un cuadro que contiene
los procedimientos més importantes usados
en la actualidad, el que es una modificacién
y una ampliacién del publicado por van
Rooyen y Rhodes. Aunque existen otros mé-
todos que podrian haberse incluido en el
referido cuadro, se omiten en esta oportuni-
dad debido principalmente a que adn no han
sido empleados con suficiente amplitud como
medios auxiliares de diagndstico.

Expongamos brevemente cada uno de los
procedimientos de laboratorio que se men-
cionan en el cuadro. Por lo demds, se sabe
que la mayoria de los asistentes a esta re-
unién tiene amplia experiencia sobre algunos
o todos los métodos que se mencionan, por lo
que se suplica tengan la bondad de indicar
las omisiones que puedan notar a fin de
discutirlas oportunamente. Nuestra expe-
riencia personal podria decirse que se refiere
con mas frecuencia al aspecto negativo,
puesto que los servicios de laboratorio bajo
nuestra supervisién frecuentemente se han
orientado a descartar la posibilidad de la

* Trabajo presentado en el Seminario de Va-
eunacién Antivaridlica celebrado en Lima, Perdq,
del 20 al 25 de agosto de 1956.

viruela en casos sospechosos. Por esta razén
se piden todos los comentarios que se esti-
men necesarios, especialmente por parte de
aquellas personas que tienen amplia ex-
periencia en casos de viruela.

Durante los primeros momentos del pe-
riodo prodrémico debe tratarse de obtener
una muestra de suero en condiciones asépti-
cas. Tales muestras, conservadas en condi-
ciones ordinarias de refrigeracién, puede que
no se usen en el futuro. Sin embargo, en casos
de cualquier prueba serolégica especial que
se lleve a cabo con posterioridad, tales mues-
tras son inestimables en calidad de control
o término de comparacién. Todos los que
tienen experiencia en los métodos de diag-
néstico de laboratorio saben que se obtienen
resultados positivos en las pruebas seroldgi-
cas durante la etapa final de la enfermedad,
o en la convalecencia, pero en tales circuns-
tancias no es posible interpretar adecuada-
mente los resultados si no se dispone de una
muestra tomada con anterioridad. El re-
sultado positivo de una sola prueba serold-
gica no es definitivo, ya que se hace necesario
verificar un incremento en la presencia de
los anticuerpos entre dos muestras tomadas
en etapas diferentes de la enfermedad, como
evidencia especifica de la infeccién. Por con-
siguiente, se sugiere a todos aquellos que
tienen responsabilidades en este aspecto tra-
ten siempre de obtener una muestra de
suero durante las primeras fases de la enfer-
medad en los casos que no se ha llegado a
un diagndstico definitivo.

La observacién microscépica de frotis
coloreados, preparados durante las primeras
fases de la viruela, es un procedimiento
sencillo v de gran valor en el diagnéstico.
Para esto se desinfecta con acetona o éter el
4rea de la piel que se ha seleccionado, y
luego con un escalpelo afilado se raspan aisla-
damente variag petequias. Debe extenderse

153



154

10l
Tidi OOTCILL ac CatGa

do
petequia en ldminas porta -objetos, debida-
mente limpias, usando la hoja del mismo
escalpelo. Se pueden hacer en cada Idmina
varias de tales extensiones, y se recomienda
que se separen por lo menos 6 frotis o ex-
tensiones de diferentes sitios. Enseguida se
deja que las ldminas se sequen, cubriéndolas

]11pgn ¢on suero ﬁmn](l\glcr\ por nqpqmn de 2
a 5 minutos; se sacan luego al aire libre y se
fijan con mezcla de partes iguales de alcohol
y éter durante 3 minutos. Las ldminas debe-
ran fijarse y secarse lo antes posible después
de preparadas. Una vez fijadas y secas, pue-
den empaquetarse a fin de enviarlas a algin
laboratorio central o conservarlas para futu-
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La técnica de Paschen da excelentes re-
sultados en la coloracién de los cuerpos ele-
mentales de la virueia. De acuerdo con dicha
téenica las preparaciones se tratan con una
solucién mordiente, filtrada, vy se calienta
suavemente por espacio de 5 a 10 minutos.

Luego se las lava en agua, se cubren con una,
golucién fltrada de fusecing
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fenicada, se
calientan y se dejan en reposo durante 10
minutos antes de lavarlas y secarlas. Los
pormenores de este procedimiento de colora-
cidén se pueden encontrar en cualquier libro
de técnicas de laboratorio. También han
sido empleadas otras téenicas de coloracidn,
tales como la de Giemsa y la de Morosow,
que ofrecen resultados inferiores a la de
Paschen.

De acuerdo con nuestra experiencia es
necesario tener bastante cuidado en la prepa-
racién y filtrado de las dos soluciones que se
usan en el colorante de Paschen. Con fre-
cuencia, algunos lotes de fuscina se precipi-
tan, y las particulas del colorante se pueden
confundir con los cuerpos elementales, espe-
cialmente cuando no se tiene la suficiente
experiencia. Por esto se recomienda que cada
lote de las soluciones empleadas en este colo-
rante debe ser debidamente rotulado vy,
una vez verificada la buena calidad de las
mismas, no emplearlas con otro fin. Cuando
estdn bien preparadas no se deterioran con

el tiempo, y més bien mejoran en calidad.
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A la obscrvacién mic
lentes de inmersién al aceite, los cuerpos de
Paschen coloreados por este método se pre-
sentan como cuerpos elementales de un color
rojo intenso. Durante los primeros estudios
de la viruela las preparaciones muestran
gran nimero de cuerpos elementales, aisla-
dos o en grupos. A diferencia de esto, los

cuerpos elementales de la wvaricela

nent varicela no se
colorean bien por este método, son escasos
en nimero y mas pequefios que los de la
viruela. Puesto que el virus vacuna es micros-
cépicamente indiferenciable del de la vi-
ruela, a fin de ganar experiencia y controlar
los resultados en la coloracién de acuerdo con

la técnica de Paschen, se recomienda traba-
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ternera,s, pues, recordando que el método de
Paschen es el procedimiento que en la ac-
tualidad se emplea preferentemente para el
diagnéstico répido durante las primeras
fases de la viruela, es de suma importancia el
cuidado que debe observarse en todos los

aspectos o etapas del mismo: preparacién de
las ]nm11wnq ﬁmmr’m

coloracidn vy examen

En el caso que se tuviera la fortuna de
disponer de un microscopio electrénico, las
preparaciones pueden hacerse directamente
sobre la montura de plistico. Aunque no
tenemos experiencia personal con este pro-
cedimiento, no cabe duda que el microscopio
electrénico ofrece grandes posibilidades en el
diagndstico precoz de la viruela, del mismo
modo que en la diferenciacién de ésta, de la
varicela.

\/U.d:- 0 se t a dU d:lbld;l Bl Vll us en em-
brién de pollo, en cultivo de tejidos o en
cérnea de conejos, se hard un raspado como
en los casos anteriores y el material obtenido
en esta forma se suspende en 1 ml. més o
menos de suero fisioldgico que contenga
aproximadamente 500 unidades de penicilina
v cantidad igual de estreptomicina. Las ino-
aila

culacion

ana +o PO Pu

tan pronwo

haberse pre-

es s¢ hardn en estos ca
como sea posible después de
parado el inéeulo.
Para la inoculacién de los huevos, es pre-
ferible emplear embriones que tengan 11 dias
de desarrollo. Los huevos, después de exami-
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narlos para confirmar la presencia de embrio-
nes vivos, se preparardn como en los casos
de inoculaciones en la membrana corio-
alantoica. Del material original que contiene
peniciling y estreptomicina, se preparan dilu-
ciones al 1/10 y al 1/100 en suero fisiolégico.
Cada embrién se inoculard con 0,1 mi. de la
respectiva suspensién, y de cada dilucién
deberan inocularse cuando menos 6 huevos,
puesto que los resultados nunca son uni-
formes aun en cepas del virus que tengan ya
varios pasajes en el laboratorio. Los huevos
inoculados deberdn incubarse a 35° C.

A partir de las 72 horas de la inoculacién,
se abrird diariamente un huevo de cada dilu-
cién. Con todo cuidado se removers la mem-
brana corioalantoica, se la extenders en una
placa Petri, examindndola contra un fondo
oscuro con la ayuda de una lente de mano,
en busca de lesiones, las que por lo general,
son diferentes de aquellas que se observan en
los embriones infectados con virus de va-
cuna. Al observar lesiones sospechosas en la
membrana corioalantoica, deberd confir-
marse microscopicamente la presencia de
los cuerpos de Paschen antes de emitir un
informe positivo. Es relativamente sencillo
el pasaje del virus en el embrién de pollo,
pero debe tenerse cuidado de inocular siem-
pre un adecuado nimero de huevos dado
que, como se ha dicho, la infeccién no es
uniforme.

La misma técnica puede emplearse con las
costras que se obtienen en las dltimas fases
de la infeccién. En este caso las costras se
molerdn convenientemente en un mortero
estéril, usando de 1 a 2 ml. de suero fisiolégico
que contenga penicilina y estreptomicina.
Puesto que la contaminacién de la superficie
de las costras es frecuentemente alta, a
manera de precaucién se inoculardn en la
yema 500 unidades adicionales tanto de peni-
cilina como de estreptomicina, con anteriori-
dad a la inoculacién de la membrana corio-
alantoica.

De acuerdo con nuestras informaciones, la
téeniea del cultivo de tejidos atn no ha sido
empleada como un procedimiento de labora-
torio en el diagndstico de la viruela. Sin
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embargo, los aqui presentes estan bien ente-
rados de este tipo de estudios. Parece com-
pletamente factible el empleo de los tubos
ordinarios de cultivo, conteniendo, ya sea
células dispersas de rifién de mono, o “HeLa,
cells”, para la inoculacién directa de las
suspensiones ya descritas. Desde luego, la
verificacién del desarrollo del virus no de-
penderia en estos casos Unicamente de la
citélisis, sino que requeriria también la ob-
servacién microscépica de los cuerpos de
Paschen. Parece posible llegar a alglin mé-
todo de demostracién de la infeccién con el
virus de la viruela basado en el cambio de
color de algin indicador, como en el método
debido a Youngner y Salk en el cultivo del
virus de la poliomielitis, en cuyo caso tam-
bién se harfa la confirmacién de los cuerpos
de Paschen por medio de ldminas coloreadas.

La prueba de Paul en la cérnea de conejo
no es muy usada, a pesar de ser sencilla y
tener algin valor en el aislamiento del virus.
Para esta prueba se anestesia un conejo
adulto con éter o por otro medio. No es con-
veniente anestesiar directamente el ojo. Para
la inoculacién en si, se retiene fijo el ojo en
su sitio y se deja caer el indculo sobre la
cérnea, indculo que puede constituir la
suspensién ya descrita o el fiido no diluido
procedente de las vesiculas o las pustulas.
En seguida, se escarifica la cérnea con la
ayuda de un escalpelo o la punta de una
aguja hipodérmica, haciéndose tres escari-
ficaciones verticales y tres horizontales.
Esta misma operacién se repite en el otro
ojo del conejo, pero esta vez usando suero
fisiolégico con la finalidad de controlar posi-
bles infecciones no especificas. Después de la
escarificacidn, se deja libre el ojo y se colocan
dos o tres gotas del inéculo en el saco con-
juntival. A continuacién se cierra el ojo y se
frota suavemente el parpado por encima de
la cérnea. Empleando una lente de mano se
observan los ojos del conejo cada 24 horas,
en busca de pequeiias lesiones crateriformes
a lo largo de las lineas de la escarificacién,
asi como de opacidad en la cérnea. Aunque
por lo general se requieren 72 horas para ob-
tener resultados positivos, en algunos casos
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este lapso puede ser menor. Si se llega a ob-
servar lesiones, el ojo deberd ser extraido
para, después de fijado, preparar de él cortes
histol6gicos y colorearlos. En los casos posi-
tivos podran observarse los tipicos cuerpos de
Guarnieri.

La prueba de Paul tiene valor tan sélo en
los casos positivos. En este sentido conviene
tener en mente que un resultado negativo
no desechs la posible presencia de la viruela,
ya que numerosos investigadores han ob-
tenido resultados negativos en casos proba-
dos de viruela. La razén se desconoce ain,
pero probablemente cuando menos el 50%
de casos de viruela ofrecen resultados nega-
tivos a la prueba de Paul. Los resultados
siempre son negativos con la varicela.

Los procedimientos de laboratorio no con-
siderados hasta aqu{ comprenden pruebas
serolégicas de diferentes clases. En dos de
éstas, a saber, la de fijacién del complemento
y la de floculacién, es necesario disponer
previamente de un suero positivo de alto
titulo para usarlo como anticuerpo. En estos
casos el paciente proporciona el antigeno, y
el resultado sera positivo si el antigeno con-
tiene el virus de la viruela o sustancias
solubles producidas por el virus, En una
tercera prueba, la inhibicién de la hemo-
aglutinacién de los eritrocitos, el paciente
proporcionsa €l suero.

La preparacién de un potente suero hiper-
inmune para la fijacién del complemento se
puede hacer en conejos. Con este fin se pre-
para un antigeno libre de bacterias por medio
de pasajes en los testiculos de conejo con un
intervalo de 4 dias. Se extraen asépticamente
los testiculos y se muelen en una mezcla-
dora Waring con suero fisiolégico. De esta
suspensién, la que luego se centrifuga a baja
velocidad con la finalidad de sedimentar las
particulas gruesas, se prepara una suspensién
al 10% en suero fisiolégico. Esto constituye
el inéeulo, el que puede conservarse a una
temperatura de 0 a 5°C. hasta el momento
de ser usado.

Con el material anterior se inoculan, cada
2 6 3 dias, por espacio de 4 semanas, conejos
que se encuentran en la convalecencia de
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ung infeceién previa por el virus vacuna. Las
inoculaciones comienzan con 1,0 ml. de la
suspensién de testiculo durante 3 inyecciones
de la primera semana, aumentando luego la
dosis semanalmente, hasta que las 3 inocula-
ciones de la cuarta semana sean de 2,5 ce.
Después de 10 dias de la tltima inoculacién
se hard una sangria de prueba, recordando
que un buen suero debe tener un titulo de
fijacién del complemento cuando menos de
1-32. El titulo del suero permanece estable
de manera indefinida bajo condiciones apro-
piadas de conservacién. Inmediatamente
antes de usarlo, el suero debe ser inactivado
a 56°C. por espacio de 10 minutos a fin de
eliminar la actividad anticomplementaria,
termol4bil, que suele adquirir en el suero del
conejo.

Para la titulacién del suero hiperinmune
del conejo debe prepararse un antigeno va-
cuna patrén, el que se usari también como
control del material que se usa en la prueba.
Este antigeno puede prepararse también de
la cepa del virus de vacuna que se ha pasado
a través del testiculo de conejo, emulsiondn-
dolo con una pequefia cantidad de suero
fisiolégico. El liquido sobrenadante que se
obtiene después de la centrifugacién se
extrae y se seca por liofilizacién, colocindolo
en ampolletas enseguida a fin de evitar la
rehidratacién. Del mismo modo puede
usarse un antigeno dérmico preparado en la
piel del conejo. Para emplearlo como control,
el polvo se suspende al 1% en suero fisiols-
gico, el que luego se centrifuga a 1.500 revo-
luciones durante 15 minutos. También este
antigeno, seco y colocado en ampollas, puede
conservarse de manera indefinida, pero la
respectiva solucién deberd prepararse cada
vez que va a ser usada.

Kl antigeno proveniente del paciente con-
siste en el material que se extrae de las
vesiculas o pustulas, en pequefia cantidad de
suero fisiol6gico, o de las costras molidas en
un mortero con un poco del mismo suero.
La prueba en si puede ser cualquiera de las
variantes empleadas en la fijacién del com-
plemento. Nosotros preferimos una fijacién
a 5°C. durante toda la noche, aunque el
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método del fijado por espacio de 4 horas
tiene la ventaja de proporcionar los resulta-
dos con mayor prontitud. Cada laboratorio
dedicado a estas labores tiene su método
propio, por lo general basado en el horario
de trabajo y en otros factores semejantes.

En el procedimiento ordinario de la fija-
cién del complemento se usa tan solo un
tubo para el antigeno, debido a la pequefia
cantidad del material disponible. Por lo
demds, deberdn emplearse todos los con-
troles que sean necesarios. Los métodos més
recomendados pueden encontrarse en los
respectivos textos sobre técnicas de labora-
torio.

La fijacién del complemento puede tam-
bién llevarse a cabo en el suero del paciente,
en cuyo caso se usa como antigeno una pre-
paracién estandarizada de vacuna o de virus
de la viruela. En este caso, sin embargo, un
s6lo resultado positivo no tiene suficiente
valor diagndéstico, ya que, como se ha men-
cionado en pérrafos anteriores, se necesita
una muestra desuero obtenida con anteriori-
dad a fin de poder comparar los resultados.
Para obtener resultados satisfactorios debe
verificarse en todo caso una elevacién del
titulo de los anticuerpos, razén por la cual
se recomendé anteriormente la obtencién de
ung muestra de suero durante las primeras
fases de la enfermedad.

La prueba de floculacién emplea también
el mismo material poco més o menos que lade
fijacién del complemento, y aunque es mas
sencilla y rdpida, tiene la desventaja de no
ser tan sensible ni satisfactoria en sus
resultados como la de fijacién del comple-
mento. Para la prueba de floculacién se pre-
para un suero hiperinmune como el ya men-
cionado. El antigeno de control también
puede ser preparado como en el caso de la
fijacién del complemento, usando material
del testiculo o de la piel, infectado por el
virus de la vacuna. La muestra tomada del
paciente deberi centrifugarse ligeramente, si
es que contiene particulas gruesas. La prueba
de floculacién se realiza empleando 0,2 ml.
de antigeno mezclado con igual cantidad de
suero hiperinmune diluido al 1{¢. No debe
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dejar de hacerse los controles. Corriente-
mente, la incubacidn se efectia durante toda
la noche, a 50°C., después de lo cual se ob-
serva si hay o no floculacién, valiéndose para
ello de una lente de mano. Aunque esta
prueba puede también efectuarse en el suero
de convalecientes, no siempre ofrece resulta-
dos positivos en casos probados de viruela.
Parecz que la prueba de floculacién no es
muy sensible, pero tiene la ventaja de su
simplicidad. En la actualidad esta prueba no
es muy usada.

La inhibicién de la aglutinacién de los
eritrocitos de pollo por el virus de la vacuna
en presencia de anticuerpos especificos,
ofrece la posibilidad de un método més de
diagnéstico de la viruela. No tenemos ex-
periencia personal sobre este particular, ni
sabemos que se haya usado con fines diag-
nésticos, no obstante lo cual parece entera-
mente posible que este procedimiento pueda
ser de utilidad. Podria ser andlogo a la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién,
de uso corriente en el estudio del virus de la
influenza y de los anticuerpos que éste
produce. Desde luego, hace algin tiempo
que se conoce la capacidad que tiene el virus
de la vacuna de aglutinar los eritrocitos de
pollo, del mismo modo que se ha encontrado
que el suero de las personas primovacunadas
contiene anticuerpos capaces de inhibir tal
aglutinacién.

En esta prueba se mezcla el suero del
paciente con el virus de la vacuna y una sus-
pensién de gldbulos rojos de pollo. La au-
sencia de aglutinacién significa positividad
de la prueba. Desde luego, deberdn hacerse
los debidos controles. También en este caso
cualquier resultado positivo tendrd mayor
valor si se dispone de una muestra anterior
de suero, con la que se podran efectuar prue-
bas de comparacién. Aunque este método no
se presta mucho para el diagnéstico precoz,
ofrece las ventajas de su bajo costo y facili-
dad de ejecucién, lo que tiene valor en espe-
cial cuando se realizan encuestas retrospecti-
vas o trabajos de investigacién.

En este sumario acerca de los métodos de
laboratorio disponibles para el diagndstico
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PROCEDIMIENTOS ESPECIFICOS DE LABORATORIO PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA VIRUELA
(Modificacién y ampliacién adaptadas del “Text Book of Virology’’ por Van Rooyen y Rhodes)

¢ién en los hematies de
pollo

Dia aproxi-
mado de la Condicidén clinica Muestras necesarias Prucba Tiempo requerido
enfermedad
1-3 Dolor de cabeza, | Sangre, si se sospecha | * Separar el suero y con-
escalofrios, fie- uns infeceién por virus servar
bre, vé6mito,
ete. ’
1-4 Erupcién prodré- | Raspaduras del 4rea pe- | * Examen microsedpico
mica, si estd tequial en busca de cuerpos
presente Paschen 1 hora
Léminas coloreadas o
microscopio electrénico
Suspensién en suero fisio- | * Inoculacién en embrio- | 3 dias
16gico del material ex- nes de pollo de 11 dias
traido de las petequias o en cultivos de tejido
Prueba de Paul en cérnea | 3 dias
de conejo
5 Erupcién de pd- | Raspaduras como las de | Pruebas como las de | Tiempos como
pulas arriba arriba los de arriba
6-7 Vesiculas Si el fldido no puede ser | * Examen microscépico | 1 hora
obtenido, hacer raspa- de ldminas coloreadas
duras de la base de las o microseépico electré-
vesiculag nico
Fldido colectado por tu- | Pruebas de fijacién del | Durante la
bos capilares o con complemento si es sufi- noche
aguja fina y jeringa de ciente el fldido dispo-
tuberculina nible
* Aislamiento del virus | 3 dias
en huevos o cultivos de
tejido.
Prueba de Paul 3 dias
8-10 | Pdstulas Exudado obtenido con | Fijacién del complemento | Durante la
aguja y jeringa adecua- noche
das
Prueba de floculacién Durante la
noche
Prueba de Paul 3 dias
* Aislamiento del virus | 3 dias
15-20 | Costras Costras Fijacién del cczmple- 12 horas a 3 dias
mento o floculacién segtin Ia respec-
Prueba de Paul t b P
* Aislamiento del virus 1va prueba
30 Convalecencia Suero Inhibicién de la aglutina- | 2 horas

* Pruebas preferidas.

de la viruela, nos hemos limitado a aquellos
que son especificos. Existe, desde luego, una
serie de pruebas que no son especificas en
las que se emplea ya sea sangre u orina, las
que proporcionan informaciones de caricter

pronéstico. Los detalles de tales pruebas, asi
como el significado que tienen sus resultados,
pueden verse en cualquier texto de patologia
clinica.

Hemos tratado en el presente informe de
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ofrecer alguna informacién sobre cada uno
de los métodos seguidos en la actualidad so-
bre el diagnédstico de la viruela, y en el
cuadro se consideran aquellos métodos que
estimamos de mayor utilidad. En el diag-
néstico precoz, que frecuentemente es lo mas
importante, la observacidén microseépica de
preparaciones coloreadas es de gran valor y,
afortunadamente, de fdcil ejecucién. Si se
utiliza en forma adecuada, esta técnica ofrece
resultados definitivos en corto tiempo. Il
aislamiento del virus de la viruela, a pesar
de requerir algunos dias, es igualmente
sencillo y ofrece confirmacién definitiva. En
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nuestra opinién, la prueba de Paul tiene
escaso valor, pues el método del aislamiento
del virus a través del embrién de pollo es
mucho més seguro. Las pruebas serolégicas
no ayudan en el diagndstico precoz, pero
tienen utilidad en el diagndstico retrospec-
tivo, en encuestas y en trabajos de investi-
gacién.

No cabe duda que en el futuro han de
descubrirse nuevos y mejores métodos de
diagndéstico en este campo. No obstante esto,
en la actualidad el laboratorio estd en con-
diciones de ofrecer ayuda en el diagndéstico,
permitiendo pronta y segura informacién
sobre la identificacién de los casos de viruela.



