Inmunofluorescencia indirecta versus Reaccion

de cadena de la polimerasa en tiempo real para |

la deteccion de Virus respiratorios

>>> Las infecciones respiratorias agudas constituyen una importante causa de morbimortalidad,
fundamentalmente en nifios menores de cinco afios y en las personas mayores de 65 anos, son

numerosos los agentes etiolégicos asociados y con mayor frecuencia Virus Respiratorio Sincicial
(VRS), Influenza A (FLU A), Parainfluenza (PI) y Adenovirus (Ad).El correcto y rapido diagnéstico es
fundamental en este tipo de patologias, la Inmunofluorescenciaindirecta (IFl), y lareacciéon de cadena
de Polimerasa en Tiempo Real (PCR-RT) son dos técnicas utilizadas paraladeteccion de estos virus.
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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) de
etiologia viral, representan la causa principal de
enfermedad y consulta médica principalmente en las
estaciones frias del afio. La implementacidn de técnicas



diagndsticas, es primordial para el manejo del pacientey el
control delos brotes epidémicos.

En este trabajo se realizé la comparacién de dos
métodos para la deteccién de virus respiratorios:
Inmunofluorescencia indirecta (IF1), para un panel de 7
virus respiratorios, versus Reaccion de cadena de
Polimerasa en Tiempo Real (PCR-RT) para la deteccidon de
acidos nucleicos de Influenza A y B. Para tal fin, se
evaluaron en total, 608 pacientes con diagndstico
presuntivo de Infeccion respiratoria aguda (IRA), o
Enfermedad Tipo Influenza (ETI), internados en
nosocomios publicos y/é privados de la capital y del
interior de la Provincia de La Rioja. El periodo de
evaluacién abarcé desde junio del afio 2013 hasta
Setiembre delafio 2018.

El rango de edad de los pacientes evaluados fue
de 20 dias a 82 afios, separados en diferentes grupos (Gp)
etdreos: Grupo 1: < a1afio, Grupo 2: de 1a 5 afios, grupo 3:
de 6 a 10 afios, Grupo 4: de 11 a 15 afios, Grupo 5: de 16 a 25

afios, Grupo 6: de 26 a 35 afios y Grupo 7: mayores a 35
afos.

Se recolectaron aspirados nasofaringeos (ANF)
en < de 2 afos, e hisopado nasofaringeo (HNF) en > de 2
afios y adultos. Se evaluaron 608 muestras por IFl para
deteccidn de Virus respiratorio sincicial (VRS), adenovirus
(Ad), Influenza Ay B (Flu Ay B) y Parainfluenza (PI) ; kit
(Millipore)y la deteccién de acido nucleico de FluAy B por
PCR-RT.

De 608 muestras procesadas, por IFl para un
panel de 7 virus diferentes, fueron positivas 134 (22,03%),
distribuidas en los siguientes virus: VRS 108 (17,76%), Ad 8
(1,32%), FluA 4 (0,66%), P114 (2,30%), Coinfeccion RSV-Ad 2
(0,33%). Muestras no aptas: 40 (6,58%) y muestras
negativas 432 (71,05%). Cuando las mismas muestras
fueron evaluadas por RT-PCR para Flu A y B, se
detectaron 114 muestras positivas adicionales (18,75%),
distribuidos de la siguiente forma: Flu A: 106 (17,43%) y Flu
B: 8 (1,31%) y 6 nuevos casos de coinfeccién: Ad-Flu A: 1
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(0,16%)y VRS-FluA:5(0,82%),lo queimplicd untotal de 248
(40,79%) de muestras positivas con las dos técnicas, sin
detectarse muestras no aptas por RT-PCR.

Dentro de este contexto, la evaluacion de dos
metodologias para la deteccion de virus respiratorios;
podemos comprobar mayor sensibilidad de PCR-RT para
deteccionde FluAy Flu B, resolucion de muestras no aptas
por IFl y el incremento de casos de coinfeccidn,
aumentando la capacidad diagndstica.

Palabras claves: Virus respiratorios, Inmunofluorescencia,
PCR

>>> INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas constituyen
una importante causa de morbimortalidad, fundamen-
talmente en nifios menores de cinco afios y enlas personas
mayores de 65 0 que presentan ciertas condiciones de
riesgo para desarrollar complicaciones que pueden
derivar en formas graves (1,2).El pulmdn es el 6rgano mas
vulnerable a la infeccién y a las lesiones del ambiente
externo, debido a la exposicidn constante a particulas,
productos quimicos y organismos infecciosos en el aire.
Mundialmente, al menos dos mil millones de personas
estan expuestas al humo tdxico del combustible de
biomasa tipicamente quemado de manera ineficiente en
fogones de interiores mal ventilados (3,4). Mil millones de
personas inhalan contaminantes atmosféricos al aire libre
y otros tantos estdn expuestos al humo del tabaco.
Aunque el deterioro respiratorio causa discapacidad y
muerte en todas las regiones del mundo y en todas las
clases sociales, la pobreza, el hacinamiento, las
exposiciones ambientales y, en general, las malas
condiciones de vida aumentan la vulnerabilidad a este
grupo muy grande de trastornos (5,6). Las enfermedades
respiratorias imponen una inmensa carga sanitaria a nivel
mundial, y cinco enfermedades respiratorias figuran entre
las causas mas comunes de muerte en todo el mundo. Se
estima que 65 millones de personas padecen de
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) de
moderada a grave, de los que aproximadamente tres
millones mueren cada afio, lo que la convierte enla tercera
causa de muerte en todo el mundo; y los nimeros estan
aumentando. Se calcula que 334 millones de personas
sufren de asma, que es la enfermedad crénica mas comun
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de la infancia y que afecta al 14% de los nifios en todo el
mundo. Durante décadas, las infecciones agudas de las
vias respiratorias bajas se encontraron entre las tres
principales causas de muerte y discapacidad entre nifios y
adultos. Aunque la carga es dificil de cuantificar, se estima
que las infecciones respiratorias bajas causan casi 4
millones de muertes al afio y es la causa principal de
muertes entre nifios menores de 5 afios de edad. Ademas,
las infecciones agudas del tracto respiratorio inferior en
nifos marcan el escenario para enfermedades
respiratorias crénicas mas tarde enlavida (7).

Los agentes etioldgicos asociados con mayor
frecuencia a infecciones respiratorias son principalmente
el Virus Respiratorio Sincicial (VRS) (8, 9), seguido de
Influenza A (FLU A), Parainfluenza (P1) y Adenovirus (Ad).
El Adenovirus es el agente etioldgico con peor prondstico,
con una mortalidad de hasta 10 % (10, 11, 12), contra 2% del
virus respiratorio sincicial (13, 14). Con respecto al virus
Influenza tipo A 6 B (FLU A 6 B), producen una
enfermedad infecciosa autolimitada del aparato
respiratorio (15,16, 17),la OMS hareportado que el mismo,
causa de 3 a 5 millones de casos anuales de infecciones
graves y de 250.000 a 500.000 muertes en el mundo,
principalmente por el tipo A. Los brotes de influenza
estacional aparecen como picos en las estaciones
invernales. Epidemiolégicamente estos brotes se hallan
asociados a un exceso de hospitalizaciones, neumonias
gravesymuerte (18,19, 20).

Las manifestaciones de las infecciones viricas son
muy variables, con un espectro clinico que incluye desde
infecciones leves, que pueden ser atendidas de forma
ambulatoria, a formas mas graves que precisan
hospitalizacion de duracién variable. Ademads, un Unico
agente puede dar lugar a cuadros clinicos muy distintos,
mientras que varios agentes infecciosos pueden dar lugar
a varios sindromes semejantes, no diferenciables
clinicamente.

Las infecciones respiratorias agudas de origen
viral constituyen las enfermedades infecciosas mds
frecuentes de los nifios, quienes pueden presentas entre
seis y ocho infecciones respiratorias al afio (21). Muchas de
estas infecciones del tracto respiratorio representan una
de las principales causas de hospitalizacién en menores de
2 aflos, adultos mayores y pacientes inmuno-
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comprometidos (22).

Las enfermedades respiratorias en general y la
neumonia en particular contintian siendo un problema de
salud publica de alta prioridad. La prevencidn, la deteccién
precoz mediante métodos diagndsticos sensibles y el
tratamiento apropiado de las enfermedades respiratorias
durante los primeros meses de vida, la nifiez y la poblacién
de adultos mayores, es una intervencion clave de salud
publica paramejorarlasituacién general (23).

=>>>> OBJETIVOGENERAL

Comparacién de la Sensibilidad entre las técnicas
de deteccidn de antigenos virales por Inmunoflu-
orescencia indirecta (IFl), versus deteccién de acidos
nucleicos por Reaccién de cadena de Polimerasa en tiempo
real (PCR-RT), paraFluAyFluB.

>>> OBJETIVOSESPECIFICOS

1) Identificar el agente viral en secreciones nasofaringeas
de pacientes con diagndstico presuntivo de Infeccidn
Respiratoria Aguda (IRA) y Enfermedad Tipo Influenza
(ETI) por dos metodologias.

2) Evaluar agente viral de mayor prevalencia en la
poblacién en estudio.

3) Determinar la edad de mayor riesgo para contraer una
infeccion por Virus respiratorio.

Poblacién

Se evaluaron en total, 608 pacientes con
diagndstico presuntivo de Infeccidn respiratoria aguda
(IRA), o Enfermedad Tipo Influenza (ETI). Todos los
pacientes internados en nosocomios publicos y/é privados
delacapital y delinterior de la Provincia de La Rioja.

El periodo de evaluacidn abarcé desde Junio del
ano 2013 hasta Setiembre del afio 2018.

Elrango de edad de los pacientes evaluados fue de
20 dias a 82 afios, separados en diferentes grupos (Gp)
etdreos: Grupo 1: < a 1afio, Grupo 2: de 1a 5 afios, grupo 3:
de 6 a 10 afios, Grupo 4: de 11 a 15 afios, Grupo 5: de 16 a 25
afios, Grupo 6: de 26 a 35 afios y Grupo 7: mayores a 35
afios.
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=>> MATERIALESY METODOS

Serecolectaronaspirados nasofaringeos (ANF) en
pacientes < de 2 afos, e hisopado nasofaringeo (HNF) en
pacientes >de2afiosyadultos.

1. Aspirado nasofaringeo (ANF): la recoleccién de las
muestras fue realizada por profesionales médicos y/d
kinesidlogos con sondas nasogastricas k33, introduciendo
las mismas por las fosas nasales hasta la pared posterior de
la faringe, se aspiraron las secreciones desde el otro
extremo con una jeringa de 20 ml, Posteriormente, se
descargé el contenido de la sonda con 2 ml de PBS (buffer
salino fosfato) pH: 7,2 enuntubo adecuado (24).

2. Hisopado Nasofaringeo: Con un hisopo dacrén se
escobillé la mucosa nasal de ambas narinas
profundamente, rotando el mismo. Con otro hisopo
dacrdn, se froté vigorosamente lafaringe posterior. Luego
se colocaronlos hisopos en tubos con2mlde PBSapH 7,2
(24,25).

Todas las muestras se conservaron refrigeradas a 4 °C
hasta ser procesadas dentro de las 48 a 72 horas desde su
extraccion.

Se evaluaron un total de 608 muestras por dos
metodologias:

a) Inmunofluorescencia Indirecta para la deteccién de
antigenos de 7 virus respiratorios diferentes: Virus
respiratorio sincicial (VRS), adenovirus (Ad), Parainfluenza
tipo 1,2y 3 (Pl), Influenza A (Flu A) e Influenza B (Flu B);
utilizando kit comercial Millipore.

Procedimiento: se lavaron las células epiteliales
provenientes de la mucosa respiratoria del paciente para
liberarlas del moco, depositdndolas sobre un portaobjeto.
Una vez que los portaobjetos se secaron, se fijaron con
acetona fria a-20 °C durante de 10 minutos. Una vez que se
fijaronlasimprontas, se procedid a desarrollar la técnicade
inmunofluorescencia siguiendo el protocolo de reaccién
indicado por el fabricante.

Se considerd la muestra adecuada cuando se
observd un minimo de 8 células por campo con un objetivo
de 10 X, si no cumplié con ese criterio, se las considerd
como muestra No apta. Si un preparado con la muestra



adecuada, no se observaron células con inclusiones
fluorescentes caracteristicas, el resultado se considerd
negativo, de lo contrario, cuando se observé por lo menos
dos células con fluorescencia especifica en todo el
preparado, se considerd muestra positiva para el virus en
cuestion (24).

b) PCR-RT parala deteccién de acido nucleico de FluAy B,
con extraccion de RNA utilizando el protocolo del equipo
comercial QlAamp® Viral RNA Mini Kit y amplificacion con
sonda de hidrdlisis cuantitativo (Tagman®), Invitrogen
SuperscriptTM 111 Platinum ® One Step Quantitative Kit,
segun protocolo adaptado por el Centro Nacional de
Referencia INEI - ANLIS Dr, Carlos Malbran (23- 05 - 2011)
(26).“

Procedimiento: el equipo incluyé un panel de
cebadores (primers) oligonucledtidos y de sondas
(probes) de hidrdlisis con marcacién dual (Tagman®) que
se utilizé en las pruebas de RT-PCR para la deteccidn
cualitativa in vitro de los virus de Influenza A e Influenza B
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de coinfeccién: Ad-Flu A: 1(0,16%) y VRS-Flu A: 5 (0,82%), lo
que implicé un total de 248 (40,79%) de muestras positivas
con las dos técnicas, sin detectarse muestras no aptas por
RT-PCR. (fig2).

= > Fig1:608 muestras evaluadas por IFI

Deteccion de Virus respiratorios por
Inmunofluorescencia (IF1)
Total de muestras: 608
FLLI A
0,60%

5.5 %

::1,:5:

> > Fig.2:608 muestras evaluadas por IFly RT-PCR

Deteccion de Virus respiratorios por
Inmunofluorescencia (IFl) y RT-PCR
Total: 608 muestras

La distribucién de los agentes virales detectados
por grupo etareo fue el siguiente:

Grupo 1: de 250 pacientes en total, 105 (42%) fueron
positivos y 145 (58%) negativos. De las muestras positivas
sedetectaron por IFl,VRS:78(31,2%),Ad:3(1,2%), P1: 6 (2,4
%). Por RT-PCR, Flu A: 18 (7,2%) y Flu B: 4 (1,6%). En este
grupo, el uso de ambas técnicas permitié la deteccidn de
coinfecciones en 4 pacientes: 1 paciente con infeccién
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simultanea de RSV y Ad (ambos detectados por IFl), 2
pacientes con RSV por Ifiy Flu A por RT-PCR y un paciente
conAdpor IFlyFluApor RT-PCR. (Fig.3).

> > Fig.3: Grupo 1: Deteccidén de Virus respiratorios
por IFly RT-PCR. Total: 250 muestras
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Grupo 2: de 167 pacientes que conformd este grupo, 62
(37,1%) fueron positivos y 105 (62,8%) negativos. De las
muestras positivas se detectaron por IFl, VRS: 27 (16,2%),
Ad:1(0,59%), FluA:3(1,79), P1: 7(4,19%). Por RT-PCR, Flu A:
24(14,4%)y Flu B: (1,19%). El uso de ambas técnicas permitié
la deteccidn de coinfeccidn en 2 pacientes, 1 paciente con
RSVy Ad, ambos detectados por IFl y el otro paciente con
RSV por IFly FluApor RT-PCR. (Fig.4).

> > Fig.4: Grupo 2: Deteccién de Virus respiratorios
porIFly RT-PCR. Total: 167 muestras
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Grupo 3: a este grupo le correspondidé un total de 64
pacientes, 15 (23,4%) fueron positivas, 49 (76,56%)
negativas. De las muestras positivas se detectaron por IFlI,
VRS:1(1,56%), Ad: 4 (6,25%). Por RT-PCR, Flu A: 9(14,06%) y
FluB:1(1,56%). (Fig.5).
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> > Fig.5: Grupo 3: Deteccion de Virus respiratorios
por IFly RT-PCR. Total: 64 muestras
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Grupo 4: en este grupo fueron 26 pacientes delos cuales, 8
(30,77%) fueron positivos y 18 (69,23%) negativos. Las
muestras positivas fueron detectadas por RT-PCR, Flu A: 7
(10,94%)y FluB1(3,85%) (Fig.6).

= > Fig.6: Grupo 4: Deteccidn de Virus respiratorios
porIFly RT-PCR. Total: 26 muestras
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> > Fig.7: Grupo 5: Deteccidn de Virus respiratorios
porIFly RT-PCR. Total: 15 muestras
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Grupo 5: con un total de 15 pacientes, 4 (26,66%) positivos
y 11 (73,33%) negativos. De las muestras positivas se
detecté por IFIl, VRS: 1 (6,67%). Por RT-PCR, Flu A: 4
(26,66%). En este grupo, 1 paciente presentd coinfeccion,
VRS por IFly FluApor RT-PCR. (Fig.7).

Grupo 6: 16 pacientes en total, 9 (56,25%) positivos y 7
(43,75%) negativos. De las muestras positivas, se detectd
por IFl,VRS:1(6,25%), FluA:1(6,25%)y P1:1(6,25%). Por RT-
PCR se detecté Flu A: 8 (16%). Hubo 1 paciente con
coinfeccién con VRS por IFly FluApor RT-PCR. (Fig.8).

= Fig.8: Grupo 6: Deteccidn de Virus respiratorios
porIFly RT-PCR. Total: 16 muestras
®IFl =RT-PCR
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Grupo 7: con un total de 70 pacientes de los cuales 36
(51,42%) fueron positivos y 34 (48,57%) negativos. Las
muestras positivas para Flu A detectadas por RT-PCR. (Fig.
9).

> > Fig. 9: Grupo 7: Deteccién de Virus respiratorios
por IFly RT-PCR. Total: 70 muestras
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En la distribucidn de los virus respiratorios segtn
laedad delos pacientes se observd lo siguiente: los grupos



mas afectados son los menores de 1 afio (Grupo 1) cuyo
virus prevalente es el VRS seguido de Flu Ay los adultos
mayores de 35 afos (Grupo 7), cuyo virus prevalente es el
FluA(Fig.10).

= > Fig.10: Distribucién de virus respiratorios seguin
edad del paciente.
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> >> CONCLUSIONES

Dentro de este contexto, con la evaluacién de dos
metodologias para la deteccién de virus respiratorios; se
comprobé mayor sensibilidad de PCR-RT para deteccidn
de Flu A y Flu B ya que incrementé el porcentaje de
muestras positivas, resolucién de muestras no aptas por
IFlyelincremento de casos de coinfeccion.

Con respecto a la prevalencia del agente
etioldgico, se observé en primer lugar el VRS (17,76 %),
seguido de Flu A (17,43 %), Parainfluenza (2,30 %)
Adenovirus e Influenza B con (1,31 %) cada uno. El VRS
seguido de Flu A, son los agentes virales mas frecuentes
que requieren de hospitalizacidn. EI VRS como principal
agente etioldgico en el primer afio de vida y el Virus Flu A
como principal agente etiolégico responsable de
hospitalizacién en adultos a partir de los 35 afios. Ambos
grupos considerados como periodos de mayor
vulnerabilidad.
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Con respecto a los resultados, cabe destacar la
importancia de implementar métodos moleculares para
ampliar la deteccidén de otros virus respiratorios
aumentando asi, la capacidad diagnéstica.
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