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Resumen

El diagnéstico de la infeccidn por virus influenza reposa
sobre técnicas viroldgicas directas e indirectas. Las dife-
rentes pruebas diagndsticas poseen niveles de sensibili-
dad y especificidad variables que dependen en gran parte
de las caracteristicas genéticas y antigénicas del virus
circulante. En el caso de la aparicién de una nueva varian-
te viral las pruebas disponibles en el mercado deben ser
validadas para comprobar su eficiencia de deteccién para
el nuevo virus. En caso de baja sensibilidad y especifici-
dad, las pruebas deben ajustarse con el fin de mejorar su
poder de deteccién del nuevo agente. Existen multiples
pruebas diagndsticas que presentan cada una sus venta-
jasy limitaciones y su seleccion dependera de las condi-
ciones especificas de cada laboratorio diagndstico.
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Summary

The diagnosis of infection by influenza viruses relays on
direct and indirect virologic techniques. Different
diagnostic tests have variable sensitivities and specificities
depending to a large extent on the genetic and antigenic
features of the circulating virus. When a new viral variant
appears, commercially available tests must be validated
in order to verify their performance at detecting the new
virus.

If a low sensitivity or specificity is found, tests must be
adjusted in order to improve their detection power for
the new agent. There are multiple diagnostic tests, each
one with its own advantages and limitations; so the
selection of a test will depend on the specific conditions

of a particular diagnostic laboratory.
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Introduccion

En abril de 2009 fue identificado en Texas,
California y en una pequeiia localidad de La Glo-
ria, Veracruz, México una nueva variante del
virus influenza A (1), su denominacién SOIV (en
inglés swine origen influenza virus). El virus
inici6 su transmision desde México a Estados
Unidos y en corto tiempo se diseminé por todo
el hemisferio a multiples paises (2). Parael 6 de
julio de 2009 la Organizacién Mundial de la Sa-
lud dej6 de reportar el nimero de casos confir-
mados que para ese momento ya habia sido re-
portado en mds de 120 paises, con un nimero
que alcanzaba los 94.512 casos, con 429 muer-
tes (2).

Los estudios genéticos del nuevo agente infec-
cioso determinaron que fue originado por meca-
nismos de recombinacién genética de virus in-
fluenza de origenes porcino norteamericano, por-
cino euroasidtico, virus aviar y virus humanos
(3). La aparicion de nuevos agentes virales por
mecanismos de recombinacién genética o de
mutacion se ha asociado con el surgimiento de
pandemias, por cuanto el nuevo virus encuentra
una poblacién totalmente desprovista de respues-
ta inmune previa que pueda conferir una pro-
teccion parcial a las personas infectadas (4). En
junio 11 de 2009 la Organizacién Mundial de la
Salud declar6 la fase 6 de estado de pandemia
gracias a que se estableci6 que existia una trans-
mision sostenida y autdctona del virus en multi-
ples partes del globo.

Las manifestaciones clinicas de la infeccién por
virus influenza deben diferenciarse de aquellas
del resfriado comtn en cuanto a que son mds
amplias y severas, pero se debe tener en cuenta
que la presentacion clinica es muy variada y las
solas caracteristicas clinicas no permiten reali-
zar el diagndstico etioldgico preciso (5). Los ca-
sos tipicos de influenza pueden tomarse como

entidades clinicas caracteristicas, pero aun en
estas circunstancias el valor predictivo positivo
de los signos y sintomas varia de 27 a 70% (6,7).
En un primer reporte de perfil clinico del nuevo
virus influenza A HIN1 se determiné que 94%
de pacientes se observaban con fiebre, 92% con
tos, 66% con ardor de garganta y 25% referian
sintomas gastrointestinales (3).

Las manifestaciones clinicas, sin embargo, son
variables en las diferentes series analizadas y
en un amplio grupo de pacientes el conjunto de
signos y sintomas puede superponerse con otras
patologias (8,9). Por estas razones, el laborato-
rio clinico juega un papel importante para esta-
blecer el diagndstico definitivo de la enferme-
dad (9). La presente revision tiene como fin eva-
luar la utilidad y las limitaciones de las diferen-
tes herramientas diagndsticas en el curso de la
infeccién por virus influenza A HINT.

Generalidades del virus

El virus influenza pertenece a la familia
Orthomyxoviridae la cual incluye cinco géne-
ros: los virus influenza A, B y C (cominmente
designados como tipo A, B 'y C), los Thogotovirus
y los Isavirus. La subdivision en tipos A, By C
se basa en las diferencias antigénicas presentes
en la nucleoproteina y la proteina de matriz. El
virus es de forma esférica o filamentosa y esta
compuesto de 1% de ARN, 70% de proteina, 20%
de lipido y 8% de carbohidrato. Este agente in-
feccioso es un virus cubierto de forma esférica o
filamentosa, con un didmetro de 80-120 nm y una
nucleocépside de simetria helicoidal (10).

La envoltura viral deriva de la membrana
plasmatica celular y presenta dos glicoproteinas
importantes para el funcionamiento viral: la
hemaglutinina o proteina H y la neuraminidasa o
proteina N (10, 11). Hasta el momento han sido
identificados 16 tipos de hemaglutinina y 9 tipos

Ve

ACTUALIZACION



7

ACTUALIZACION

Influenza A H1N1: métodos diagnésticos

de neuraminidasa en el género influenza A, sélo
los tipos H1, H2, H3 y N1, N2 afectan con ma-
yor frecuencia al hombre; otros tipos de Hy N
pueden ser causa de infecciones zoondticas (10).
Los virus influenza A humanos tienen preferen-
cia por los receptores de 4cido sidlico como
método de unién a la célula que infectan. La
hemaglutinina tiene como rol fundamental la unién
a los receptores celulares presentes en glicoli-
pidos o glicoproteinas que presentan residuos de
acido sidlico o neuraminico unidos a la galactosa
mediante enlaces ot 2,6-galactdsido, mientras que
los virus de origen aviar tienen una mayor afini-
dad por los receptores con enlaces o 2,3-
galactdsido; esta afinidad esta relacionada con
el residuo aminoacidico presente en la posiciéon
226 de la hemaglutinina (12).

La distribucién de estos dos tipos de receptores
cambia en las células epiteliales, siendo los 4ci-
dos sidlico con enlace o 2,3 de localizacion apical,
mientras que los 4cidos sidlico con enlace o 2,6
tienen una distribucién mas amplia en la célula
(13). La neuraminidasa tiene como papel espe-
cifico retirar los residuos de 4cido sidlico pre-
sentes en la superficie celular, para que la
hemaglutinina del virus que emerge de la célula
infectada no permanezca ligada a los recepto-
res de 4cido sidlico y de esta manera el virién
pueda ser liberado de la célula (10,11). La pro-
teina M2 sélo se encuentra en la membrana del
virus influenza Ay sirve de bomba de protones,
durante el proceso de denudamiento viral (10,11).

Las nucleocdpsides son complejos sensibles a
las ARNasas, por lo que los especimenes clini-
cos para estudios moleculares deben tener una
estricta cadena de frio hasta su arribo al labora-
torio. Los segmentos genémicos estan forma-
dos por una cadena de ARN, una molécula de
nucleoproteina por cada 27 nucledtidos y un com-
plejo enzimatico (ARN polimerasa) formado por
tres proteinas: PB1, PB2 y PA (10,11).
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El genoma viral del virus influenza A esta for-
mado por ocho segmentos de ARN de cadena
sencilla de polaridad negativa, de diferente ta-
maflo; estos segmentos gendémicos codifican
para 11 proteinas diferentes (10). El genoma viral
por su polaridad negativa no puede ser leido di-
rectamente por los ribosomas; para la forma-
cién de los ARNm el agente infeccioso codifica
y empaqueta su propia ARN-transcriptasa ARN
dependiente que se asocia a cada segmento de
ribonucleoproteina y el ARNm es formado des-
pués que la particula viral se ha denudado en la
célula blanco (10,11).

Historia natural de la infeccion

El virus influenza se transmite de persona a
persona por via aérea, gracias a la presencia
de virus en las gotas de saliva expelidas me-
diante los accesos de tos, estornudo o al hablar
(14-16). Las manos contaminadas con
secresiones respiratorias pueden ser una fuen-
te de transmision entre personas, gracias a que
con frecuencia las manos se colocan en con-
tacto con los ojos, la nariz y la boca (14,15). El
periodo de incubacién de la enfermedad es cor-
to, varia de 24 a 96 horas, en promedio 48 ho-
ras; la variacion del periodo de transmision pue-
de estar relacionada con el tamafo del in6culo
(14,15).

Los diferentes estudios muestran una variabili-
dad en la frecuencia de sintomas, quiza debido
a la diferencia de los datos analizados en las
distintas encuestas (15) o a diferencias en el
comportamiento del agente infeccioso en el
transcurso de las diferentes epidemias (8,15,16).

El virus se disemina por via aérea después de la
exposicién a aerosoles, siendo el tamaifio del
inéculo requerido para iniciar el proceso infec-
cioso (1 a 5 unidades infectantes en cultivo
[TCID50]) muy pequeio (16).
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El virus permanece infectante después de ser
aerosolisado por un dia en condiciones de hu-
medad relativa baja (17 a 24%) y s6lo por una
hora en medios con alta humedad; la transmi-
sion por utensilios infectados no es muy clara.
La tasa de ataque es de 70% después de la ex-
posicién a una fuente comun como el confina-
miento en un espacio cerrado (16).

El virus influenza causa enfermedad en la ma-
yoria de las personas expuestas; la severidad de
las manifestaciones sin embargo, dependerd de
la inmunidad previa que se tenga contra cepas
virales antigénicamente relacionadas (16).

La infeccidn tiene una amplia gama de manifes-
taciones que varia desde los cuadros asintoma-
ticos, los cuadros leves o las neumonias virales
severas que progresan hasta la muerte del pa-
ciente. La manifestacion clinica mds frecuente
es la fiebre que ha sido reportada con el SOIV
entre un 87 y 97% de los casos segtin diversas
series de casos (8). La fiebre descrita en casos
de influenza alcanza temperaturas de 38 a 40°C,
tiene su pico maximo en las primeras 24 horas de
la enfermedad, decrece en los siguientes tres dias
y desaparece hacia el sexto dia; en algunos ca-
sos puede ocurrir un aumento de la fiebre hacia
el dia cuarto o quinto, dandole un curso bifésico
caracteristico (15-17).

El segundo sintoma mds frecuente en la presente
pandemia es la tos, informada en un 77 aun 92%
de los casos en las diferentes casuisticas (8), en
virus estacional la tos es inicialmente seca y pro-
gresa a tos productiva (15-17). El tercer sintoma
en frecuencia de los pacientes es el ardor de gar-
ganta que se presenta entre un 33 a 82% (8).
Otra manifestacion informada es la rinorrea, pre-
sente en alrededor una tercera parte de los ca-
sos; disnea, escalofrios, malestar, mialgias,
artralgias, y cefaleas ocurren con una frecuencia
variable (8). En el curso de esta pandemia han

sido descrito cuadros clinicos con manifestacio-
nes gastrointestinales como la diarrea informada
entre 10 a 28% de casos y el vomito, presente
entre un 15 a 46% de casos (8).

Desde el punto de vista topoldgico el virus in-
fluenza puede asociarse a diversas patologias.
Los cuadros clinicos relacionados segtin la re-
gidén del tracto respiratorio comprometida se cla-
sifican en: resfriado comin (rinofaringitis),
faringitis, traqueobronquitis, laringotraqueo-
bronquitis (crup), bronquiolitis y neumonia (15-
17). La auscultaciéon pulmonar es por lo general
normal, aunque puede detectarse unos ruidos un
poco rudos, con estertores aislados o roncos oca-
sionales. Por lo general, no se dan cambios
radiolégicos, aunque pueden presentarse infil-
trados pulmonares intersticiales, locales o dise-
minados. Una vez han desaparecido los sinto-
mas generales predominan los sintomas respi-
ratorios con tos productiva y expectoracion
mucoide o purulenta (15-17).

Durante el proceso infeccioso el virus ejerce
varios efectos en el hospedero que podrian
resumirse como cambios en el tracto respirato-
rio (alteraciones del epitelio respiratorio, altera-
ciones en la funcién ciliar y aumento en la ex-
presion de receptores bacterianos) y cambios
en la respuesta inmune innata (18). La pérdida
de revestimiento epitelial de las vias respirato-
rias altas o bajas es un factor que predispone a
una mayor adherencia de las bacterias (19) y a
complicacién del cuadro clinico dando cuadros
caracterizados por sobreinfeccion que se mani-
fiesta como otitis media, sinusitis o neumonia (15-
17). En la reciente pandemia en México la evo-
lucién clinica se caracteriz6 por las neumonias
severas, los hallazgos radiol6gicos con multiples
focos de infiltrados nodulares, alveolares y en
menor grado opacidades basales; estos cuadros
evolucionaron rdpidamente a sindromes de difi-
cultad respiratoria junto con insuficiencia renal
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Incubacion Sintomatologia
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Figura 1. Evolucion de diferentes marcadores biologicos, clinicos y curva térmica en caso de infeccion por virus

influenza estacional. RT-PCR:deteccion del virus mediante métodos de retrotranscripcion y amplificacion gendmica.

IH: anticuerpos detectados por pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion. FC: anticuerpos detectados por pruebas

de fijacion del complemento.

y dafio multiorgdnico en 24 por ciento de casos
mortales (8). En una serie de casos mortales
en México pudo ser comprobada en la admi-
sién (en tres casos) signos de infeccién
bacteriana: empiema, neumonia necrosante,
neumonia asociada a ventilador (8). Mediante
la utilizacion de pruebas moleculares en 21 ca-
sos de infeccion severa se pudo determinar que
dos pacientes presentaban coinfeccién, uno por
Streptococcus pneumoniae y otro por
adenovirus (8) (Figura 1).

Diagndstico virologico

Las infecciones virales del tracto respiratorio son
las entidades mads frecuentes en patologia hu-

mana, las cuales ocasionan entre seis y nueve
episodios al afio en nifios y entre dos y cuatro
cuadros clinicos en adultos. Tienen un alto costo
directo por los gastos médicos que implican, pero
ademds pueden conllevar costos asociados a con-
sultas médicas, tratamientos, hospitalizaciones
y al aumento del ausentismo escolar o laboral
(20). El diagnéstico viral especifico permite un
tratamiento acorde a la etiologfa de la enferme-
dad y disminuye los costos asociados a la
sobreprescripccion de antibidticos. Puesto que
las manifestaciones clinicas no son suficientes
para establecer un diagndstico etioldgico pre-
ciso, el laboratorio clinico es la tinica herramien-
ta que permite establecer una causa precisa, per-
mite iniciar una terapia especifica, acortar el tra-
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tamiento, dirigir la vigilancia epidemioldgica y dis-
minuir costos innecesarios (20-22).

En un estudio se pudo demostrar que el conoci-
miento de la etiologia viral permitia disminuir el
consumo de antibidticos, el uso de pruebas
diagnésticas suplementarias (hemogramas,
hemocultivos, radiografias de térax, parciales de
orina y urocultivos), acortaba la estancia hospi-
talaria y los costos generales de atencién médi-
ca, con respecto al grupo control en el cual los
médicos no tratantes desconocian el resultado
del diagnéstico viroldgico (23).

Muestra clinica

Como regla genera podemos afirmar que los
resultados de laboratorio clinico diagndstico nun-
ca podran sobrepasar la calidad del espécimen
clinico enviado para anélisis diagndstico (24).
Los tipos de muestras clinicas incluyen entre
otros los siguientes: el hisopado nasofaringeo, el
aspirado nasofaringeo, el lavado nasofaringeo,
el lavado broncoalveolar y la biopsia de tejido
pulmonar. La toma de muestra debe seguir es-
trictamente los protocolos suministrados por los
laboratorios diagnésticos, con el fin de obtener
los mejores resultados (21,24). Los escobillonajes
nasal u orofaringeo son muestras de facil reali-
zacion, pero la sensibilidad para la deteccién de
virus respiratorios con esta técnica es menor (21).

Hay dos elementos fundamentales que condi-
cionan la calidad de la muestra clinica: la
celularidad del espécimen y el medio de trans-
porte utilizado. La temperatura de transporte es
fundamental por cuanto los titulos virales dismi-
nuyen sensiblemente cuando la muestra es man-
tenida a temperatura ambiente (alrededor de
25°C). En resumen, la muestra clinica debe trans-
portarse a 4°C o a -70°C y en medio de trans-
porte virolégico que estabilice las particulas
virales presentes (25).

El virus influenza no se replica en las células de
la faringe; por lo tanto, las muestras tomadas de
hisopado faringeo no son muy ttiles para el diag-
néstico virolégico. La muestra debe contener
células epiteliales respiratorias tomadas apoyan-
dose sobre las paredes de las fosas nasales para
desprender el mayor nimero de células o por
aspirado nasofaringeo, traqueal o bronquial o,
en algunos casos, mediante la obtencién de ma-
terial de lavado broncoalveolar (25). Por razo-
nes de comodidad y rendimiento la mejor opcién
para la toma de muestra en pacientes pedidtricos
es el aspirado e hisopado nasofaringeos con la
ayuda de dispositivos estériles (21).

Métodos diagndsticos

Los métodos diagndsticos pueden agruparse en
dos grupos: las pruebas directas y las pruebas
indirectas de diagndstico (Tabla 1).

Métodos indirectos de diagnostico. Los métodos in-
directos de diagndstico viral se basan en la detec-
cién de la respuesta inmune humoral frente a un
agente infeccioso. La serologia se define como
la prueba diagnéstica que permite la deteccidn de
anticuerpos especificos (24). Como lo muestra la
figura 1, la respuesta inmune es demorada y los
anticuerpos especificos aparecen después de la
primera semana de infeccion. Por otra parte, la
persona infectada puede poseer anticuerpos pro-
ducidos por episodios previos de infeccidn; por lo
tanto, para que la prueba sea concluyente debe
comparar los titulos de anticuerpos en sueros pa-
reados (muestras tomadas durante las fases agu-
da y de convalecencia de la enfermedad) (24).
Por su demora para dar resultados, las pruebas
seroldgicas no son de utilidad clinica para el ma-
nejo del paciente durante la fase aguda y sélo
tienen interés epidemiolégico (16,17,24,25). Los
sueros pareados deben procesarse en un mismo
ensayo para que los resultados sean correcta-
mente interpretados.
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Tabla 1. Comparacion de las pruebas virologicas de diagndstico de infeccion por virus influenza

PRUEBA
Aislamiento viral

TIPO DE ENSAYO
Cultivos celulares

Deteccion de Inmunofluorescencia
antigenos
Inmunocromatografia
ELISA
Deteccion del RT-PCR
genoma viral
rt-RT-PCR

PCR muiltiplex

7
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Microarreglos
moleculares

VENTAJAS

Amplio rango de deteccién
Mayor sensibilidad que las
pruebas rapidas

Informa sobre la infectividad
del virus detectado.
Aislamiento viral disponible
para otros estudios virolégicos
(tipificacion, subtipificcion,
caracterizacion antigénica,
seleccion de cepas vacunales).
Resultado rdpido

Detecta células infectadas.
Buenas sensibilidades.
Excelente especificidad.

Resultado muy rapido.

No requiere técn ico entrenado
No requiere equipo robusto.
Detecta virus no viable.

Buena especificidad.

Utilidad en medio clinico

Util en nimero elevado

de muestras.

Detecta virus no viable.

Mayor sensibilidad

No tan relacionada con la calidad
del espécimen clinico.

Detecta infecciones multiples.
Posible detectar nuevos patogenos
Puede inactivarse el patégeno
Detecta virus no viable.

Mayor sensibilidad

Posibilidad de contaminacién
menor.

Detecta infecciones mixtas.

No requiere procesamiento
pos-PCR.

Es cuantitativa.

Permite la deteccion de hasta 15
agentes virales distintos (incluido
el virus influenza) en un solo
ensayo de laboratorio

Detecta virus no viable.

Sensibilidad y especificidad altas.

Detecta infecciones mixtas.
Puede involucrar miltiples
patégenos

DESVENTAJAS
Requiere mayor tiempo
Requiere técnico experto.
Infraestructura costosa

Por lo general menos

sensible que el cultivo.
Necesidad equipo robusto.
Técnico experto

Limitado a tipo viral (A o B).
Menos sensible que el cultivo
Limitado a tipo viral (A y/o B).
Pruebas complementarias en caso
de resultados negativos.

No informa sobre la infectividad
(replicacion y rol patégeno)

del virus detectado.

No hay pruebas comerciales
disponibles

Requiere equipo robusto y
técnicos entrenados.

Adtin no funciona como prueba
rapida de aplicacion clinica amplia.
No informa sobre la infectividad
(replicacion y rol patégeno)

del virus detectado.

Requiere equipos robustos.
Requiere personal entrenado.
Costo elevado.

No informa sobre la infectividad
(replicacidn y rol patégeno)

del virus detectado.

Costo elevado.
Algunas pruebas requieren de
equipos de laboratorio sofisticados.

Requiere equipos robustos.
Requiere personal entrenado.
Costo elevado.

No informa sobre la infectividad
(replicacién y rol patégeno) del
virus detectado.

ELISA: ensayo inmunoenzimdtico. RT-PCR: retrotranscripcion y amplificacion en cadena de la polimerasa.

rt-RT-PCR: retrotranscripcion y amplificacion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
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Métodos directos de diagnéstico. El diagndstico
viroldgico de la infeccién por virus influenza en
la fase aguda de la enfermedad se apoya en la
deteccién de componentes virales presentes
durante la fase de replicacion viral (21,24,25).
Los métodos directos de diagndsticos se basan
en técnicas que permiten el aislamiento viral, la
deteccion de antigenos virales y la deteccidn del
genoma viral; este ultimo método emplea diag-
ndstico molecular (15-17,24,25).

Aislamiento viral. El virus influenza presente
en los especimenes clinicos puede ser cultivado
mediante inoculacién amnidtica en huevos
embrionados o en monocapas de células de
mamifero (15-17,24,25). En los dltimos afios han
ocurrido cambios en la hemaglutinina viral que
dificultan su aislamiento en huevos embrionados;
sin embargo, es de gran utilidad en el aislamien-
to de virus influenza zoonético de origen aviar
(16). La disponibilidad de huevos embrionados
de once dias, libres de patégenos, no siempre es
facil en paises en vias de desarrollo, por lo que
es mds frecuente el empleo de lineas celulares.
Las lineas celulares continuas de riidn canino,
de monos rhesus, de babuinos o pollos son usa-
das con frecuencia (15,16). La linea celular
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) es la
que su utiliza de una manera mas amplia, ya que
posee receptores de tipo sialidisico, que permi-
ten launién y el ingreso de la particula viral (11,
15,16, 21, 25). El rendimiento del aislamiento viral
mejora, utilizando tripsina para asegurar el clivaje
de la hemaglutinina viral en las proteinas H1 y
H2, necesarias para la infectividad viral en cul-
tivo celular (15). El rendimiento del aislamiento
viral se incrementa centrifugando el espécimen
clinico sobre la monocapa de células (25). Dado
que el virus es relativamente 14bil se requiere
que el espécimen clinico sea transportado en
medio de transporte viral (VTM); este medio
protege la particula viral de su degradacion (15-
17,24, 25).

El transporte del espécimen clinico debe ser ra-
pido y manteniendo la cadena de frio para ga-
rantizar la viabilidad de la muestra (24). El virus
influenza A puede demorar en producir altera-
cién sobre la monocapa de células (efecto
citopéatico [ECP]) o no producirlo. E1 ECP tam-
bién puede ser inespecifico o dificil de detectar;
por estarazén, la evidencia de la presencia viral
se obtiene mediante el uso de anticuerpos espe-
cificos utilizando métodos de inmunofluo-
rescencia indirecta o sospecharse por resulta-
dos en pruebas de hemadsorcién (unién de
eritrocitos a células infectadas que expresan la
hemaglutinina viral). El empleo del denominado
sistema “shell vial” puede dar resultados a las
24-48 horas de inoculacién (16,24).

Se ha utilizado una variante del sistema de culti-
vo celular “shell vial” denominado R-Mix el cual
constituye una mezcla de dos lineas celulares
(MyLu [Mink Lung Cells] y A549 [Human
Lung Carcinoma Cells] para el aislamiento de
rutina de ocho virus respiratorios (influenza Ay
B, virus parainfluenza 1, 2 y 3, virus respiratorio
sincitial, metapneumovirus y adenovirus), elimi-
nando la necesidad del uso de cultivos virales
primarios. A pesar de sus dificultades técnicas y
su demora relativa que limitan el uso del aisla-
miento viral de rutina en laboratorios de virologia
clinica, el cultivo celular sigue siendo la técnica
de referencia con la que se comparan otros
métodos diagndsticos; es una herramienta indis-
pensable para realizar el seguimiento de la va-
riabilidad genética y antigénica del virus y per-
mite seleccionar los aislamientos virales que
puedan ser introducidos en una estrategia vacunal
(21,24). Los estudios genéticos amplios requie-
ren de aislamientos virales en los que se puedan
realizar los andlisis de las diferentes regiones
gendmicas y los ensayos de patogénesis viral.

Identificacion de antigenos virales. L.os mé-
todos para la deteccion de antigenos se basan
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en la identificacidn de proteinas virales presen-
tes en el espécimen clinico; estos métodos no
requieren la presencia de una particula viral via-
ble, por lo que las condiciones de transporte no
juegan un papel tan radical en los resultados fi-
nales (21). Los métodos de identificacién de
antigenos virales se basan en técnicas de
inmunofluorescencia (I.F.I.), ensayo inmunoenzi-
matico (Elisa o E.I.A) y en técnicas de
inmunocromatografia.

e[nmunofluorescencia: la inmunofluorescencia es
una de las técnicas mdas efectivas para el diag-
ndstico viral rdpido (24). Los antigenos virales
especificos (nucleoproteinas [NP] o proteinas
de matriz [M1]) pueden ser detectados al inte-
rior de células descamativas del tracto respira-
torio con la ayuda de anticuerpos monoclonales
especificos del tipo viral Influenza A o B (25).
El espécimen clinico més adecuado para este
tipo de prueba es el aspirado nasofaringeo; este
tipo de muestra clinica provee la mejor calidad
de espécimen para encontrar las células
epiteliales respiratorias (11,15-17,24,25). Ademads
de la calidad del espécimen clinico, la sensibili-
dad de la prueba depende de la calidad de los
reactivos empleados y la destreza del examina-
dor; comparada con el cultivo celular, la sensibi-
lidad de las pruebas de inmunofluorescencia varia
segtn los estudios de 65 a 100% (21,24).

En algunos informes se estima que la sensibili-
dad de deteccion de las pruebas de inmunofluo-
rescencia es mayor para los virus influenza A
que influenza B (71,6% y 51,3%, respectivamen-
te) (29).

*Pruebas de ensayo inmunoenzimético (E.ILA.):
las pruebas de ensayo inmunoenzimatico detec-
tan antigenos virales utilizando métodos de cap-
tura por anticuerpos especificos. Estas pruebas
han sido realizadas en forma restringida por los
laboratorios locales. Comparadas con los aisla-
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mientos virales las pruebas EIA tienen una sen-
sibilidad variable de 50 a 90% (26). Por la nece-
sidad de muiltiples controles positivos y negati-
vos y la realizacién de mdltiples pruebas en un
s6lo ensayo, estas técnicas no han sido amplia-
mente utilizadas en la prictica clinica.

e[nmunocromatografia: este método constituye
una variedad de EIA; la técnica permite detec-
tar la presencia de antigenos virales sobre mem-
branas en las cuales se ha preabsorbido un anti-
cuerpo especifico del virus buscado (influenza
A o influenza B). Dada su rdpida y facil elabo-
racion, la ejecucion por personal no entrenado y
la no necesidad de equipos costosos, estas téc-
nicas han sido objeto de estudios recientes (27-
29). Los estudios comparativos de estas técni-
cas diagndsticas sitdan la sensibilidad entre 47 y
92% con respecto al cultivo (25,27-29).

La especificidad de la prueba comparada con
el cultivo varia entre el 92-100%. La sensibili-
dad de estas pruebas diagndsticas es mayor
para virus influenza A que para virus influenza
B y la sensibilidad se ve favorecida cuando las
pruebas se realizan durante los periodos epidé-
micos (28). Estas pruebas permiten la identifi-
cacion del agente viral en muy corto tiempo
(20 a 30 minutos) por lo que se adaptan fécil-
mente a la toma de decisiones clinicas (25,27-
29). Las técnicas rdpidas fueron evaluadas al
inicio de la pandemia por virus influenza A
HINTI de origen porcino y se pudo comprobar
que la sensibilidad de deteccién de este nuevo
virus es similar a la del virus endémico. Desde
el punto de vista cuantitativo estas pruebas
detectan in vitro titulos virales similares en caso
de SOIV y virus estacional. Durante la actual
pandemia, algunas pruebas de diagndstico viral
répido, permitieron realizar tamizaje de pacien-
tes con sintomas similares a influenza, que con-
sultaron en hospitales locales de la Ciudad de
New York (30,31).
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Dos pruebas rapidas (BinaxNOW y 3M Rapid
Detection Flu A+B) fueron evaluadas en el
transcurso de la actual pandemia en la ciudad
de New York; de los 6090 especimenes clinicos
analizados se pudo concluir que, comparadas con
el aislamiento viral, las pruebas utilizadas permi-
tfan la deteccion del virus influenza A HIN1
SIOV: la sensibilidad de las pruebas de detec-
cién del antigeno fue de 23,8% para todos los
subtipos de influenza A combinados (HI,H3 y
nuevo HIN1) y de 21,2% para virus influenza A
HIN1 SIOV, comparadas con el cultivo R-mix
(31). Comparando las pruebas BinaxNOW de
deteccién de antigeno viral por métodos
inmunocromatograficos con los métodos de
inmunofluorescencia, la prueba BinaxNOW pre-
sentd una sensibilidad de 29,8% para todos los
subtipos de influenza A combinados (H1, H3 y
nuevo HIN1) y de 30,6% para virus influenza A
HINI1 SIOV. Las pruebas de inmunocroma-
tografia dan mejores resultados en caso de pa-
cientes que eliminen virus con titulos elevados.

e[dentificacién de genoma viral: todas las prue-
bas de diagndstico molecular tienen como prin-
cipio fundamental la capacidad de los dcidos
nucleicos de unirse o hibridarse con secuencias
de 4cidos nucleicos que le son complementarias
(21,22,24). Las infecciones respiratorias son
causadas por una gran variedad de virus que
pertenecen a un gran nimero de familias virales
distintas con diversos tipos y conformaciones de
material genético (32). Las pruebas de diagn6s-
tico viral se basan en la identificacién de se-
cuencias gendémicas Unicas que pueden ser co-
piadas, amplificadas, cortadas con enzimas de
restriccion y alineadas con secuencias comple-
mentarias en diversas técnicas de laboratorio.
El tamaio pequeiio del material genético permi-
te que el conocimiento y secuenciacion sean mas
sencillos para los virus que para otros agentes
infecciosos (24). Inicialmente, las técnicas de
amplificacién gendmica fueron estandarizadas

para detectar un sélo virus, pero luego fueron
disefiadas para la deteccion simultdnea de mul-
tiples agentes infecciosos, permitiendo detectar
los virus mas frecuentes, entre ellos el virus in-
fluenza (22).

RT PCR. La amplificacién genémica por méto-
dos de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) requiere de la retrotranscripcion (RT) del
dcido ribonucleico (ARN) genémico. Los méto-
dos de amplificacién genémica no requieren de
la presencia de virus infeccioso, por lo que las
condiciones de calidad, cantidad, recoleccidn,
transporte y conservacion no son tan delicadas
como cuando se intenta realizar el aislamiento
viral (22). Sin embargo, los tejidos poseen ARN
asas que pueden degradar el genoma viral. La
alta sensibilidad de la RT-PCR permite que pue-
da ser detectada la presencia del genoma viral
inclusive hasta cinco a seis dias después de ini-
ciado el cuadro clinico, momento en el cual otras
pruebas diagndsticas incluido el cultivo celular
son mucho menos sensibles. La especificidad
de algunas pruebas genémicas permite que no
solo sea identificada la presencia del virus in-
fluenza, si no que, ademds, permite reconocer el
género (A o B), el tipo de hemaglutinina (H1,
H3, HS), la variante genémica HIN1 de origen
porcino y la presencia o no de resistencia a la
amantadina o a los inhibidores de la
neuraminidasa (16).

rt-RT PCR (PCR en tiempo real). Este método
de amplificacién es rdpido y sensible y ha per-
mitido confirmar la presencia especifica del vi-
rus influenza AHIN1 SOIV (33,34). Las prue-
bas rt-RT-PCR utilizan diferentes genes blanco
que incluyen la proteina de matriz y la
hemaglutinina (33,34). Las pruebas de PCR en
tiempo real eliminan el paso de confirmacién
postamplificacién, lo cual disminuye el tiempo
de respuesta de resultados y elimina el riesgo de
contaminacién por productos de amplificacion.
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Estas pruebas diagndsticas fueron rapidamente
disefiadas e implementadas en Estados Unidos,
el Reino Unido y Australia permitiendo a las
autoridades sanitarias responder adecuadamente
al diagnéstico de casos indice, contactos y per-
sonas sospechosas de estar infectadas por este
nuevo agente infeccioso (33). La prueba
estandarizada en el centro de control de enfer-
medades (CDC) de los Estados Unidos fue en-
viada a laboratorios estatales y otros paises de
la region. Como queda comprobado, los méto-
dos moleculares permiten una respuesta rapida
y especifica para la deteccién de virus que
emerjan en el &mbito mundial.

Sistemas muiltiplex de deteccion. El desarrollo
de las técnicas de deteccion de dcidos nucleicos
ha permitido la implementacién de métodos de
amplificacién de genomas virales de una gran
variedad de agentes infecciosos con genoma de
tipo ADN o ARN. El desarrollo de estas prue-
bas ha permitido la amplificacién de varios
genomas blanco en un mismo tubo; este método
permite disminuir los errores por manipulacién
de muestras, disminuye los costos por ensayos
individuales y mejora la oportunidad de respues-
ta de los resultados.

Panel de virus respiratorios (Luminex xTAG
respiratory virus panel RVP). Debido a la
emergencia de nuevos virus respiratorios se han
diseilado nuevas pruebas diagndsticas para po-
der detectar la presencia de los virus endémi-
cos, epidémicos y estos nuevos agentes infec-
ciosos. Recientemente se desarroll6 una prueba
diagndstica basada en métodos de PCR miuiltiplex
que permite identificar por métodos espectrofoto-
métricos los productos de amplificacién de doce
tipos distintos de virus respiratorios y nueve
subtipos virales en una sola prueba (35). La prue-
ba es ttil para la deteccidn de virus influenza A
y B, virus parainfluenza 1, 2, 3 y 4, virus respira-
torio sincitial, adenovirus, metapneumovirus hu-
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mano, rinovirus, enterovirus y coronavirus. Ade-
mads, esta prueba es capaz de subtipificar los
virus influenza A en H1, H3, HS, los virus respi-
ratorios sincitial en subtipos Ay B y los
coronavirus en OC43,229E, NL63 y HKU1 (34).

Durante la pandemia de virus influenza SOIV
el RVP mostr6 una gran posibilidad de identifi-
car los virus influenza A y B de tipo estacional,
de discriminar los subtipos H1 y H3 y diferen-
ciar estos virus del virus pandémico, el cual
fué reportado por este método como no
tipificable (31). Ciento una muestras clinicas
identificadas como influenza A y que no fueron
subtipificadas por la prueba RVP, fueron pro-
cesadas con la prueba rtRT-PCR del CDC y
se pudo confirmar que 99 correspondian al vi-
rus influenza A HIN1 SOIV (36).

Respifinder. Otro método de amplificacién de
multiples blancos gendmicos es el denominado
sistema Respifinder® (37). El Respifinder estd
basado en la tecnologia de amplificacién de se-
nal acoplada a un sistema de deteccién por
electroforesis en tubo capilar MLPA (por
multiplex ligation probe amplification) que per-
mite la deteccion de varios genomas virales pre-
sentes en la muestra. Este sistema de andlisis
permite la deteccién de 15 virus respiratorios
(rinovirus, influenza A 'y B, Influenza A H5N1,
metapneumovirus humano, adenovirus, virus
parainfluenza 1, 2, 3 y 4, virus respiratorio sincitial
Ay B,y coronavirus NL63, coronavirus OC43,
coronavirus 229E) y cuatro bacterias de dificil
cultivo Legionella pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y
Bordetella pertusis.

Este sistema permite identificar como virus in-
fluenza la nueva variante SOIV, pero para su
diagnéstico especifico de variante viral se re-
quiere de PCR en tiempo real especificas para
las proteinas N y M del virus pandémico.
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Discusion y analisis

El examen clinico no puede discriminar la etio-
logfa viral de mas de 200 agentes virales distin-
tos que pueden causar infeccidn respiratoria agu-
da. Las infecciones respiratorias del tracto res-
piratorio bajo son una causa frecuente de hospi-
talizacion y entre los agentes implicados, el vi-
rus influenza juega un rol importante. Debido a
que la infeccién por virus influenza tiene una
amplia gama de manifestaciones clinicas, el diag-
ndstico etiolégico basado tnicamente en crite-
rios clinicos es incierto y dificil.

Existen multiples pruebas diagndsticas que per-
miten confirmar la sospecha clinica de infec-
cién por virus influenza. En el contexto de la
utilidad clinica es indispensable poder confirmar
la etiologia especifica del virus influenza con el
fin de poder ofrecer en las primeras 48 horas
una terapia antiviral que disminuya la excrecién
viral, acorte el curso de la enfermedad y permi-
ta disminuir el impacto de salud publica de este
nuevo virus pandémico.

Los recursos y la disponibilidad de medicamen-
tos son limitados y deben ser usados de una ma-
nera razonable y con precaucidn, por cuanto exis-
te una gran incertidumbre en cuanto a la dura-
cién de la pandemia, a los segundos picos epidé-
micos o los eventuales cambios en la virulencia
del agente infeccioso.

El tratamiento indiscriminado de todos los casos
clinicos compatibles con influenza puede mal-
gastar un recurso costoso y escaso en momen-
tos de una segunda o tercera oleada epidémica.
El uso adecuado de las pruebas diagndsticas,
puede ayudar al médico tratante a tomar deci-
siones soportadas y racionales. Las bondades y
limitaciones de las pruebas diagndsticas (Tabla
1) deben ser analizadas por el personal médico
responsable de la prestacion de serviciode sa-

lud, para tener claridad en cuanto a la escogencia
de una de ellas para su uso en la prictica clinica
corriente.

Si se comparan los métodos no moleculares, la
sensibilidad de deteccidn de las diferentes prue-
bas diagndsticas es muy variable y dependiente
de miltiples factores, entre los que cuentan la
variabilidad del virus influenza en los distintos
periodos epidémicos (37). Entre los factores que
influyen en los resultados tenemos los siguien-
tes: el tipo y la calidad del espécimen clinico, el
periodo de toma de la muestra dentro del curso
de la infeccion, la edad del paciente, el método
diagndstico empleado y el blanco de deteccion
viral (cambios antigénicos en la proteina blan-
co). Se debe resaltar que el mejor espécimen
clinico lo constituyen los aspirados y lavados
nasofaringeos (la muestra tiene una mayor car-
ga viral si se toman células epiteliales del tracto
respiratorio), el tiempo transcurrido desde el ini-
cio de los sintomas (mds adecuado para el
muestreo es hacia las 24-48 horas iniciales del
cuadro clinico), los mejores resultados se obtie-
nen en la poblacién pediatrica y de las técnicas
répidas la que mayor sensibilidad informa es la
inmunofluorescencia directa. Todas estas con-
diciones ideales desafortunadamente no son fé-
ciles de tener en la practica diaria, pero el médi-
co tratante debe tener en cuenta al momento de
interpretar y conocer las limitaciones de los re-
sultados (38,39).

El aislamiento viral en cultivo celular ofrece ven-
tajas que pueden ser fundamentales en los labo-
ratorios de referencia o de investigacién por los
ilimitados estudios virolégicos posteriores que
pueden ser realizados con los aislamientos virales
(39). Desafortunadamente ni la infraestructura
fisica, ni el personal entrenado estdn disponibles
en la mayoria de laboratorios hospitalarios de
los paises subdesarrollados. Tan solo algunos
laboratorios de referencia nacional cuentan con
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la infraestructura para procesar y aislar el virus
influenza circulante.

Las técnicas de diagndstico rdpido basadas en
inmunofluorescencia, inmunoensayo enzimatico
o inmunocromatografia requieren altas cantida-
des de antigeno presentes en las muestras clini-
cas (10°-10° particulas virales) y por ende estas
condiciones deben favorecerse al momento de
la toma de la muestra, cuando no se dispone de
otra herramienta diagndstica con mayor sensi-
bilidad (40). Las pruebas répidas tienen una alta
especificidad pero su sensibilidad es baja, sobre
todo en los pacientes mayores de 40 afios. Es-
tas pruebas son expeditas y no requieren ni per-
sonal técnico, ni equipos sofisticados, por lo que,
brindan un recurso prictico en ausencia de un
laboratorio virolégico sofisticado (21,25,37).

Si se cuenta con un microscopio de fluorescen-
cia se puede capacitar al personal de laborato-
rio con el fin de realizar el panel viral para los
ocho agentes virales detectables con este pro-
cedimiento (incluidos los virus influenza Ay B),
dado que son pruebas de gran sensibilidad que
aportan una amplia gama de informacién. Du-
rante los periodos no epidémicos, las pruebas de
IFI tienen una mayor sensibilidad que las prue-
bas rapidas no-IFI para la deteccidn de antigenos
virales (38). Existen preparaciones que emplean
mezclas de anticuerpos que permiten detectar
un conjunto de agentes infecciosos y en caso de
resultado positivo se puede entrar a diferenciar
el agente causal especifico; este método puede
economizar tiempo y recursos.

Los métodos de deteccién molecular son muy
sensibles y por tanto han marcado un nuevo hito
en el diagndstico virolégico (41,42). Los méto-
dos de diagnéstico molecular y la secuenciaciéon
parcial de los genes de la hemaglutinina y
neuraminidasa permite inclusive detectar las
mutaciones genéticas asociadas a la resistencia
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a los antivirales como el Tamiflu® (43). Desde
su aparicioén las pruebas de diagndstico
molecular han demostrado mayor sensiblidad que
los aislamientos virales y si bien atin no son de
facil disposicion del médico tratante pueden ser
mas facil de implementar en un laboratorio clini-
co no muy sofisticado (42).

Las técnicas son sensibles, especificas, permi-
ten detectar infecciones mixtas, su espectro se
puede ampliar a multiples agentes infecciosos
virales, bacterianos o micéticos y pueden cam-
biar en un futuro el manejo adecuado de los pa-
cientes hospitalizados al identificar al agente
etioldgico (39, 42, 44). La sensibilidad de las prue-
bas rdpidas se ve incrementada por la presencia
de titulos virales elevados, los especimenes cli-
nicos positivos en un nimero menor de ciclos de
amplificacién mostraron mejores resultados que
aquellos que requirieron un nimero mayor de
ciclos, la duracién de la enfermedad también jue-
ga un papel importante en la sensibilidad de las
pruebas rapidas, disminuyendo en pacientes con
periodos de evolucién de mds de siete dias, qui-
z4 este factor también esté relacionado con la
tasa de eliminacion de virus (42).

Desde la publicacién de la secuencia gendémica
del virus influenza AH1N1 de origen porcino, se
desarrollaron varios métodos diagndsticos
moleculares que han prestado un gran servicio
a la identificacion de las personas infectadas,
permitiendo la rapida intervencion de las autori-
dades de salud puiblica para minimizar el riesgo
de expansion (33,36). La escasez de centros en
donde se pueda llevar a cabo esta prueba
diagndstica ha demostrado en la practica que
para su aplicacién en el campo clinico atn falta
un gran camino que recorrer. En un futuro proxi-
mo, es necesario permitir que estas pruebas se
realicen en multiples centros diagndsticos y
asistenciales, para que la confirmacién
diagnéstica se realice de una manera rapida y
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oportuna, para que de esta manera las pruebas
tengan alguna utilidad en la préctica clinica. Los
plazos para la obtencién de resultados, que en
muchos casos son mayores a seis o mds dias,
elimina toda las ventajas que pueden suminis-
trar estas pruebas como aporte al campo tera-
péutico, profildctico y de contencién epidémica.
En este punto se debe resaltar que el oseltamivir
(Tamiflu®) tiene una mayor eficacia cuando se
administra en las primeras 48 horas de iniciado
el cuadro clinico (15, 16).

Finalmente, es necesario recalcar que fuera del
diagndstico viroldgico hay una gran duda que
se presenta en el manejo clinico de los pacien-
tes infectados por el virus influenza. La
sobreinfeccion bacteriana en el curso de la in-
feccidn viral ha sido motivo de estudio amplio,
obteniendo en algunos casos resultados con-
trovertidos (45,46). En los primeros casos re-
portados de la epidemia de virus influenza, la
mortalidad fue asociada al virus influenza mis-
mo y no a coinfecciones bacterianas (47,48)
Los reportes de coinfeccion bacteriana en ni-
flos fallecidos por influenza se ha incrementado
en los Estados Unidos de América en los ulti-
mos afios, pasando de 6% a 34% de los casos
en el transcurso de los dltimos tres periodos
epidémicos (45). El agente infeccioso mas fre-
cuentemente reportado en nifios hospitalizados
y fallecidos ha sido el Staphylococcus aureus
(45,49), el cual ha mostrado en mas de la mitad
de los casos (seis de 11 aislamientos) ser resis-
tente a la meticilina (50). Es necesario estar
atento a las caracteristicas clinicas de los pa-
cientes en las condiciones de los diferentes
ambitos hospitalarios para poder ofrecer el
mejor de los tratamientos médicos incluyendo
tanto a los patdgenos virales, como a las even-
tuales sobreinfecciones bacterianas que pue-
dan presentarse; las herramientas de diagnés-
tico rdpido aportardn una gran ayuda en el
momento de la toma de decisiones clinicas.

Los métodos de diagnéstico en caso de la infec-
cién por virus influenza deben ser continuamen-
te reevaluados y validados por cuanto la rdpida
evolucién genética y antigénica del agente in-
feccioso puede cambiar la sensibilidad de una
misma prueba en el transcurso del tiempo.
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