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DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE LA INFECCION POR VIRUS

SINCITIAL RESPIRATORIOQ!

VIROLOGICAL DIAGNOSIS OF RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS

? Leidy Viviana Avila Adarme.
* Jaime E. Castellanos.

Resumen

La enfermedad respiratoria aguda se define como
un conjunto de infecciones del tracto respiratorio
que pueden ser causadas por una gran variedad de
microorganismos tanto virales como bacterianos, y que
constituyen un importante problema de salud pdblica
en el mundo. La infeccién por Virus Sincitial Respira-
torio (VSR) estd catalogada como una de las principales
causas de enfermedad respiratoria aguda, presentandose
especialmente en nifios menores de dos anos. La falta de
diagnéstico confiable de la etiologia en las infecciones
respiratorias, da como resultado un manejo inadecuado
de los pacientes, lo cual puede originar varios tipos de
complicaciones. Por tal razén, en esta revision de la lite-
ratura nos enfocamos en presentar un panorama general
de la situacion de las infecciones respiratorias debidas a
VSR en Latinoamérica y las principales dificultades que
se presentan al realizar el diagnostico virolégico. Para
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Abstract

Acute respiratory disease is defined as a set of respira-
tory tract infections that can be caused by a variety of
both viral and bacterial microorganisms, which constitute
a major public health problem in the world. Respira-
tory Syncytial Virus (RSV) infection is listed as a major
cause of acute respiratory disease, occurring especially
in children less than two years old. The lack of accurate
diagnosis of respiratory infections etiology, results in an
inadequate management of patients, which can cause lots
of complications. Thus, this review is focused on presen-
ting an overview of the status of respiratory infections due
to RSV in Latin America and the main difficulties related
with performing the virological diagnosis. For the specific
case of RSV, since all etiologic agents produce similar
symptoms, clinical signs cannot be taken as a reference to
distinguish the etiological agent of the disease, so, in this
paper we describe strategies for diagnosis of RSV such as
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el caso puntual del VSR debido a que todos los agentes
etiolégicos producen signos y sintomas similares, estos
no pueden ser tomados como referencia para distinguir
el agente etiolégico asociado, asi que, en este trabajo
se describen las estrategias para realizar el diagnos-
tico de VSR como por ejemplo los que se encargan de
detectar anticuerpos especificos en el suero y también
los métodos de deteccion del virus directamente en la
muestra de secrecion respiratoria, es decir el aislamiento
viral en cultivo celular, la deteccién de antigenos por
fluorescencia y la detecciéon de acidos nucleicos.

Palabras clave: Infeccién por Virus Sincitial Respiratorio,
Diagnostico viroldgico.

INTRODUCCION

La infeccién respiratoria aguda (IRA) es la enfermedad
mas frecuente en todas las etapas de la vida del ser
humano; estd condicionada fundamentalmente por
la edad, las circunstancias medioambientales que
influyen sobre el hospedero, el ambito asistencial, las
enfermedades sistémicas asociadas y varia en cuanto
a su etiologia o agente causal (1). Adicionalmente, las
infecciones respiratorias agudas de vias bajas (IRAB) son
una de las principales causas de morbilidad y morta-
lidad de nifios en el mundo, particularmente en paises
subdesarrollados (2). Entre los numerosos microorga-
nismos causantes, los virus se reconocen como los
agentes etiologicos predominantes en las infecciones
respiratorias agudas, tanto en nifos como en adultos
(3). Los agentes etiolégicos virales mas comunes en las
infecciones respiratorias incluyen: Adenovirus (AdV),
Influenza Ay B (Flu A'y Flu B), Parainfluenza 1, 2, 3 y 4
(PIV 1, 2, 3), Virus Sincitial Respiratorio humano (hVSR),
Coronavirus Humano (hCoV), Rinovirus (RV), Entero-
virus (EV) y Bocavirus Humano (hBoV) entre otros (4),
y entre de estos, el VSR es el agente etiolégico que se
presenta con mayor frecuencia en las enfermedades
respiratorias agudas (5). Previamente, se ha descrito
que casi todos los nifios presentan evidencia serolo-
gica de infeccion por VSR a la edad de dos afos. La
primoinfeccién por este virus casi siempre es sintoma-
tica y los casos mas severos se presentan durante los
primeros 6 meses de vida (6).

GENERALIDADES DEL VIRUS SINCITIAL
RESPIRATORIO

El Virus Sincitial Respiratorio pertenece a la familia
Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, y dentro
de ella al género Pneumovirus. Como se representa
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those that detects specific antibodies in serum and also
methods that directly detects the virus in the respiratory
secretion sample, in other words, the viral isolation in cell
culture, antigens and nucleic acid detection.

Key words: Respiratory Syncytial Virus Infection, virolo-
gical diagnosis.
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Figura 1. Esquema de la estructura del Virus Sincitial Respiratorio.

en la Figura 1, este es un virus con envoltura lipidica
cuya informacién genética esta codificada en forma de
RNA no segmentado de cadena sencilla de polaridad
negativa (7). La nucleocapside del VSR tiene entre
150 — 300 nm de diametro y presenta glicoproteinas
ancladas a su membrana: La proteina G que participa
en la adhesion y la proteina F que le permite fusionarse
con las células hospederas, estas son las proteinas que
participan en la formacién de sincitios, principal efecto
citopatico caracteristico de este virus.

Adicionalmente, el virus codifica para la proteina de
la matriz M que esta involucrada con la morfogénesis
del virién, dos proteinas no estructurales NST y NS2
que participan en la replicacion del virus y, la proteina
SH, cuya funcién aidn no estd muy clara ya que al
hacer una delecién de este gen el virus no pierde su



viabilidad aunque es ligeramente menos virulento.
El RNA viral esta asociado a la nucleoproteina (NP),
fosfoproteina (P) y la polimerasa viral (L), las cuales
conforman la nucleocapside helicoidal. La replicacion
del genoma vy sintesis de proteinas, se llevan a cabo en
el citoplasma de la célula del hospedero, y luego, las
nuevas particulas virales salen de la célula propagan-
dose y alcanzando nuevos hospederos (7). En relacién
con el VSR se han identificado dos grupos antigénicos
Ay B, que difieren en la secuencia de aminodacidos
de las glicoproteinas de superficie y principalmente la
proteina G (8).

El VSR es el principal agente etiolégico de IRAB en
ninos menores de 2 afios, quienes presentan los cuadros
clinicos mds severos. Infecciones por VSR se detectan
en un rango que oscila entre el 40% y 70%, de los
ninos hospitalizados, aunque afecta también a adultos
mayores e individuos inmunocomprometidos (9). La
primoinfeccién por VSR en nifios, es en general sinto-
matica, adquiriéndose en la mayoria de los casos en los
primeros anos de vida. Este virus es altamente contagioso
y se disemina rapidamente en la comunidad durante las
épocas frias, ocasionando brotes epidémicos todos los
afos. La infeccién por el VSR causa la destruccion del
epitelio respiratorio con descamacion vy alteracion ciliar,
edema de la mucosa e hipersecrecién de moco (10),
ademas se asocia a una gran diversidad de manifesta-
ciones clinicas que pueden variar desde sintomas del
resfriado comuin (rinorrea, cefalea, malestar general),
hasta infeccion respiratoria aguda grave (IRAG) con difi-
cultad respiratoria, sibilancias, crepitaciones, cianosis y
episodios de apnea. Se ha reportado que entre el 25% y
el 40% de los nifios desarrollan sintomas de bronquiolitis
y neumonia durante su primera infeccion (11), y es justo
por esta razén que estos cuadros clinicos son los mas
frecuentemente asociados a la infeccion por este virus.
El VSR es trasmitido por secreciones contaminadas de
un contacto cercano, en forma directa o por medio de
fomites (12); cabe citar también que infecciones previas
debidas al VSR no confieren proteccién al individuo y
por tanto las reinfecciones son comunes a lo largo de la
vida (13).

Los virus RNA tienen como caracteristica ser capaces
de experimentar reorganizacion en sus genes y muta-
ciones que determinan cambios de mayor o menor
magnitud en sus antigenos externos. Esto lleva a que
aparezcan variantes virales que se diferencian parcial
o totalmente de las conocidas por el sistema inmune
del huésped (14). En el caso del VSR, hay dos grupos
antigénicos, el subtipo Ay el B que difieren principal-
mente en la secuencia de aminoacidos de la proteina
de unién (Proteina G), esta proteina varia en un 44%
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aproximadamente entre los dos subgrupos (15); por
otra parte, también se han observado diferencias
cercanas la 20% en la proteina G dentro del mismo
subgrupo antigénico (16, 17). En este orden de ideas y
por los argumentos expuestos anteriormente, se puede
explicar como la variabilidad entre cepas favorece la
habilidad del virus para evadir el sistema inmune y
de esta forma establecer reinfecciones en un mismo
hospedero (18, 19).

Respecto a la severidad de la enfermedad, se ha encon-
trado que factores como el nacimiento pretérmino,
bajo peso al nacer y enfermedad cardiopulmonar, son
predisponentes en niflos menores de un ano para sufrir
infecciones respiratorias graves. Por estas razones,
estos nifos son los que requieren mayor permanencia
hospitalaria, ingreso a unidades de cuidados intensivos
y ventilacién mecanica por periodos mas prolongados
(20). Giubergia y cols., (2004) analizaron diferentes
variables en 461 pacientes con diagnostico de IRAB
causada por VSR en un periodo de un afio. Las variables
de severidad analizadas en nifios con estos factores de
riesgo para sufrir IRAB por VSR fueron: recién nacidos
pretérmino (<34 semanas), prematuros, menores de 6
meses al momento de la infeccion, recién nacidos a
término menores de 45 dias, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, displasia broncopulmonar, fibrosis
quistica y cardiopatias congénitas. En ese trabajo,
se dividi6 a la poblaciéon en dos grupos: sin factores
de riesgo (57,3%) y con factores de riesgo (42,7%).
Las formas clinicas que se presentaron mas frecuen-
temente fueron bronquiolitis (72,2%) y neumonia
(13,9%), y la mortalidad del grupo de pacientes con
factores de riesgo fue 1,04%. Estos datos ayudan a
definir en qué tipo pacientes deberian implementarse
medidas preventivas y terapéuticas mas tempranas
para mejorar su evolucién y prondstico, ya que ademas
los nifios con infeccién por VSR con factores de riesgo
requirieron mayor tiempo de hospitalizacién y oxige-
noterapia y tuvieron mayor probabilidad de requerir
asistencia ventilatoria mecdnica (21).

Al referirse a diagnésticos definitivos en los pacientes
con infecciones respiratorias agudas, debido a la
gran variedad de patégenos que las causan y, a que
todos producen signos y sintomas similares, estos no
pueden ser tomados como referencia para distinguir el
causante etiolégico de la patologia, haciéndose nece-
saria la confirmacion por el laboratorio del responsable
de la infeccién en cada caso (22). Dicha confirmacion,
se hace generalmente detectando antigenos virales en
las secreciones respiratorias de los pacientes. En este
orden de ideas la Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
es la técnica mas usada debido a que es la mas rapida,
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aunque su especificidad y sensibilidad varian depen-
diendo de muchos factores incluida la calidad de la
muestra tomada para la evaluacion (23).

VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO
EN LATINOAMERICA

Con la finalidad de identificar los agentes virales
asociados a infecciones respiratorias agudas en
pacientes del estado Zulia en Venezuela, entre febrero
2005 vy julio de 2006, se estudiaron un total de 102
muestras provenientes del tracto respiratorio (hiso-
pado nasal, faringeo y/o nasofaringeo, esputo y lavado
broncoalveolar) de pacientes con clinica de IRA. Las
infecciones respiratorias del tracto inferior fueron las
mas frecuentes (67,4%). El aislamiento viral se realiz6 a
través del cultivo celular y la identificacion del agente
patégeno por la técnica de inmunofluorescencia
directa. Se obtuvieron 46 muestras positivas (45%),
Los pacientes estudiados estuvieron en un rango de
edad comprendido entre 6 meses y 77 anos. El mayor
nimero de muestras fue obtenido en adultos jévenes
de 20 a 40 anos (26,4%). El VSR fue el agente que
se presenté con mayor frecuencia (32,6%), seguido de
AdV (28,2%), PIV (23,9%) y Flu (15,2%) (24).

En Argentina, Maffey y cols. (2008) evaluaron la preva-
lencia y circulacién estacional de virus respiratorios
utilizando RT-PCR e inmunofluorescencia. Se inclu-
yeron pacientes de 2 meses a 3 afios con sibilancias
recurrentes hospitalizados por obstruccion bronquial
y con factores de riesgo para desarrollar asma. Se
obtuvieron secreciones respiratorias por aspirado
nasofaringeo y se utilizé la técnica de inmunofluores-
cencia para detectar VSR, AdV, PIV 1,2 y 3 e Flu A
y B. Por otra parte se uso la PCR para detectar RV,
EV, VSR, hBoV, AdV y CoV. En total se evaluaron 119
muestras de pacientes y se hallaron 102 (86%) casos
positivos para al menos un virus. El 55% de los virus
se detectdé por Inmunofluorescencia y el 45% por
PCR. El 75% de las muestras respiratorias present6
un solo agente viral, el 22% una coinfeccién doble
y el 3% una coinfeccioén triple. La proporcién de los
virus respiratorios detectados fue: VSR 43%, RV 23%,
hMPV 10%, Flu A 6%, EV 5%, BoV 5%, AdV 3%,
hCoV 2%, PIV -1: 1%. Flu B, 1% y PIV-3: 1%. De lo
cual se concluy6 que los lactantes y nifos pequeios
con sibilancias recurrentes hospitalizados por obstruc-
cién bronquial presentan una elevada prevalencia de
virus respiratorios. La técnica de inmunofluorescencia
tradicionalmente usada evalta la presencia de agentes
virales como VSR, AdV, Flu Ay By PIV 1, 2y 3, pero
las coinfecciones establecidas por la participacion de
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uno de los demds virus pueden favorecer el desarrollo
de infecciones nosocomiales mudiltiples de origen viral,
por tanto estos virus deben ser incluidos en los proto-
colos de evaluacion de muestras respiratorias de rutina
los cuales son generalmente hechos por inmunofluo-
rescencia (25).

En Chile se realiz6 un estudio en 86 pacientes adultos
hospitalizados por infeccién respiratoria viral diagnos-
ticada por inmunofluorescencia directa para describir
la presencia de virus respiratorios, y sus caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas. Se evaluaron los virus Flu,
VSR, PIV y AdV. El 73.5% de las muestras fueron posi-
tivas para Flu (48,2%, FluA y 25,3% FluB), y 26,5%
fueron positivos para el resto de los virus asi: 15,7%
para PIV-2; 8,4% para VSR; 1,2% para PIV-3 y 1,2%
AdV (26). Por tanto se concluyd que durante la tempo-
rada de influenza de 2004 en Chile, el 26,5% de las
infecciones en adultos hospitalizados fueron causadas
por virus diferentes a Influenza y debido a la dificultad
que hay para diferenciar clinicamente infecciones por
Influenza y otros virus respiratorios, se plante6 la nece-
sidad de ampliar el estudio de la etiologia viral para
tener diagndsticos etiol6gicos precisos de las infecciones
respiratorias agudas. En ese trabajo se muestran las dife-
rencias existentes en la circulacion viral, entre paises
dependiendo si son tropicales o no, evidenciando que
fueron predominantes los virus de influenza.

En Bogota, Mojica y cols. (2008) reportaron un estudio
para detectar y tipificar el VSR mediante la técnica
RT- PCR anidada en pacientes con infeccién respira-
toria aguda. Se incluyeron en total 30 muestras entre
hisopados y aspirados nasofaringeos provenientes de
enfermos con clinica compatible con IRA, reportados
como positivos o negativos para el VSR por inmu-
nofluorescencia. Se aplicé una técnica molecular de
RT-PCR seguida de un PCR anidada, usando como
blanco de amplificacion el gen de la nucleocapside,
que diferencia los tipos A y B gracias al tamafo de
sus amplicones. Del total de las muestras, 2 resultaron
positivas para VSR tipo A, 16 positivas para VSR tipo
B, y 7 mostraron una coinfeccién por los tipos Ay B; 5
fueron negativas para VSR. Al comparar los resultados
encontrados por RT-PCR con los de la inmunofluo-
rescencia, se observd una concordancia del 100%
entre las dos técnicas debido a que la RT-PCR anidada
detecté la totalidad de muestras previamente posi-
tivas por IFl (25 muestras positivas y 5 negativas). Los
autores sugieren que el protocolo de RT-PCR presen-
tado ofrece una alternativa rapida y eficaz para la
deteccion v tipificacion del VSR a partir de muestras
respiratorias (27).



El diagndstico de la entidad y especificamente, la
deteccion y caracterizacién de ciertos agentes como el
VSR usando los métodos convencionales (IFl), presenta
algunas falencias que pruebas moleculares como la
RT-PCR tratan de resolver y esta, a su vez sirve para
subtipificar el virus lo cual podria permitir realizar
estudios epidemiolégicos de este virus (28), esta infor-
macién es necesaria en nuestro pafs, puesto que no
se conocen con certeza los patrones de circulacion
del VSR y mucho menos de sus subgrupos (A y B).
Otro punto importante, es que la bisqueda activa del
virus en personas que tienen infecciones respiratorias,
permite establecer el momento en que estd comen-
zando un brote y preparar los servicios de salud para
un aumento en la demanda de consultas, permitiendo
también establecer el periodo en que las personas de
mayor riesgo deben utilizar medidas preventivas para
evitar el contagio. En este orden de ideas, los métodos
para el diagnostico disponibles para identificar virus
deben por tanto ser sensibles, permitiendo la identifi-
cacién de los pacientes que padecen la infeccién y asi
efectuar un adecuado manejo de los sintomas e inte-
rrumpir el ciclo de transmisiéon (29). Se ha propuesto
que los métodos de diagnéstico virolégico para VSR
deben incluir tres pruebas minimas para confirmar
un caso probable como verdadero positivo, debido a
que ninguno es sensible en un cien por ciento. Estos
métodos son el cultivo celular para realizar aislamiento
viral, deteccion de antigenos por inmunofluorescencia
y amplificacién del RNA viral por RT-PCR (1).

Palomino y cols. (2004) realizaron un estudio en Chile,
para evaluar la asociacion entre los grupos A 'y B de
VSR con la severidad clinica. Se estudiaron lactantes
hospitalizados por IRAB debida a VSR. Se determind
el predominio de VSR B en el ano 1994, el VSR A lo
hizo entre 1995 y 1997 y entre 1999 y 2002; en 1998
la proporcién de VSR A y B fue similar, apareciendo
primero Ay luego B. Los grupos no mostraron diferen-
cias significativas en dias de hospitalizacién, pero el
requerimiento de oxigeno fue significativamente mayor
en el grupo con VSR B identificado, con predominio de
neumonias. En ese trabajo, se encontrd asociacion signi-
ficativa entre la severidad de las IRAB y la presencia de
VSR del grupo B, ya que el diagnéstico de bronconeu-
monia fue significativamente mayor en este (30).

TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO
DE VIRUS RESPIRATORIOS

El diagnéstico especifico del VSR se hace mediante la
deteccion del virus, sus antigenos o por el hallazgo de
secuencias especificas de su material genético en las
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secreciones respiratorias (14). El tipo y calidad de las
muestras son muy importantes para garantizar la sensi-
bilidad y especificidad de las pruebas que se llevan a
cabo para la deteccion viral. Se ha demostrado que
los lavados nasales o aspirados nasofaringeos son las
muestras que ofrecen la mayor sensibilidad para la
deteccion del virus cuando se compara con hisopados
nasofaringeos (31). Sin embargo la toma de hisopados
es menos incomoda para el paciente, no requiere
equipos especiales y también pueden ser tomadas
en pacientes que no estén hospitalizados. Durante la
toma del hisopado hay que tener en cuenta que se
obtengan células de la nasofaringe infectadas con el
virus, para este fin se ha visto que los hisopos fibrosos
son mas efectivos y mejoran la calidad de la muestra
incrementando la posibilidad de obtener un buen resul-
tado diagnostico (31). Otros métodos de laboratorio
incluyen aislamiento viral en cultivo celular, deteccién
de antigenos virales por IFl o por ELISA y la deteccion
de acidos nucleicos por ensayos como la RT-PCR (32).

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LOS
VIRUS RESPIRATORIOS

Como se anotd previamente, el diagnéstico virologico
de la etiologia de la infeccion respiratoria aguda resulta
fundamental, debido a que representa una ayuda
importante en el manejo del paciente y el control de
los brotes epidémicos anuales (33) aunque el manejo
clinico de las infecciones respiratorias virales es similar,
asi sea causado por virus como influenza, adenovirus,
parainfluenza o virus sincitial respiratorio, conocer el
agente implicado permite disminuir el uso de anti-
bidticos, orientar el manejo individual del paciente,
aislarlo y de esta forma interrumpir la transmision. Este
diagnéstico puede adoptar una estrategia doble; por
una parte, la que se fundamenta en métodos directos,
como los que son capaces de recuperar el virus
mediante su aislamiento en cultivo celular y aque-
llos que permiten detectar el virus en las secreciones
respiratorias del paciente (deteccién de antigenos y/o
de acidos nucleicos). De otra parte, el diagnostico
indirecto que valora la presencia de una respuesta
inmunitaria de tipo humoral mediante la deteccién de
anticuerpos especificos en el suero (14).

La deteccion en las secreciones, de antigenos y acidos
nucleicos virales permite la realizaciéon de un diag-
néstico rapido, que ayuda a la toma de decisiones
terapéuticas. Por el contrario, el aislamiento en cultivo
celular es un diagnéstico dispendioso, costoso y
demorado, pero de extraordinaria importancia en la
caracterizacion epidemiolégica, antigénica y filogené-
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tica de estos virus. En la actualidad, el interés de la
serologia se encuentra principalmente en la realiza-
cion de estudios poblacionales para la evaluacién de
la cobertura vacunal (32).

RECOLECCION Y TRANSPORTE
DE MUESTRAS

El requisito principal a la hora de valorar las muestras
del tracto respiratorio es que estas deben contener el
mayor ndmero posible de células epiteliales, que son
en las que fundamentalmente se replica y se puede
encontrar el virus. Para detectar los microorganismos
asociados a las enfermedades respiratorias existe una
amplia variedad de técnicas para tomar muestras
como los hisopados nasales, nasofaringeos y orofarin-
geos, aspirados nasofaringeos, lavados nasales, esputo
y muestras de saliva entre otras, las cuales deben ser
obtenidas durante los primeros dias de la enfermedad
(34). El transporte de las muestras debe realizarse refri-
geradas (a 4 °C) con objeto de asegurar la infectividad
de las particulas virales para el caso del aislamiento en
celulas. La recuperacién de los virus respiratorios se
favorece con un medio de transporte adecuado, que
consiste en una solucién salina a pH neutro con estabi-
lizadores de proteinas, como albdmina sérica bovina,
antifingicos y antibiéticos para reducir el crecimiento
de bacterias y hongos que pueden estar presentes en
la muestra (34).

AISLAMIENTO MEDIANTE CULTIVO
CELULAR

Desde hace muchos anos se ha utilizado el aislamiento
viral mediante la implementacion de cultivos celu-
lares como parte del diagnéstico virolégico. Luego de
inocular las muestras en diferentes lineas celulares, se
puede observar el efecto citopatico que demuestra la
replicacion viral para después hacer su identificacion
(35) (Figura 2A).

El aislamiento viral depende de diversos factores,
entre los cuales se encuentran la calidad de la muestra
clinica, los reactivos requeridos en el proceso, la
susceptibilidad de los cultivos celulares elegidos y la
experiencia técnica del personal que realiza los dife-
rentes procedimientos. Una vez los virus se aislan, se
facilita su analisis posterior, por ejemplo, la caracteri-
zacién de cepas circulantes, los estudios fenotipicos de
resistencia a antivirales y el descubrimiento de nuevos
virus o serotipos (36).

El aislamiento viral ha sido considerado el estandar
para la deteccién de virus y es el método de referencia
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Figura 2. A. Aspecto en contraste de fase de células Hep-2 infectadas
con VSR. Se observan células normales con forma de huso y ademas
células redondeadas (flechas negras), en su primera fase del efecto
citopatico. También se pueden ver células de mayor tamafo, que se
han fusionado por la expresion de la proteina viral F en su super-
ficie (sincitios, flechas blancas). La barra corresponde a 100 um. B.
Células Hep-2 inoculadas con una muestra de secrecion respiratoria
para hacer aislamiento viral. Se observa una célula marcada con el
anticuerpo anti-VSR y el patron de fluorescencia punteado caracte-
ristico (flecha blanca). C. Control positivo de la Inmunofluorescencia
para VSR del sistema Light Diagnostic Respiratory Panel (Chemicon,
Millipore), el cual se procesa simultineamente con las muestras de
secrecion. Las flechas blancas muestran células infectadas; la triple
flecha sefala una célula multinucleada positiva para VSR (sincitio).
Las barras en By C corresponden a 40 pum.

ya que por medio de este se puede hacer la confir-
macién de la infectividad del virus posibilitindose asi
la identificacion de los virus capaces e incapaces de
infectar y causar enfermedad; cosa que no es posible
hacerse por medio de el uso de métodos de amplifi-
cacién de acidos nucleicos ni con los de deteccién de
antigenos virales, volviéndose de esta forma el aisla-
miento viral en cultivo celular una herramienta muy
atil (36). Hay que tener en cuenta que el buen manejo
y la preparacion de las muestras clinicas para este fin



debe ser ideal, debido a que los virus respiratorios se
inactivan muy facilmente (1).

Para el aislamiento de VSR se usan frecuentemente
cultivos de células Hep-2 (células de carcinoma
epidermoide humano) aunque también suelen imple-
mentarse cultivos de células primarias de rinén de
mono o fibroblastos humanos, luego de la infeccién
de estas células, se espera la aparicion de efecto cito-
patico (ECP) dentro de los 3-7 dias siguientes (1, 37);
dicha aparicién de ECP permite la identificacion de la
replicacion viral en la monocapa de células, el cual
consiste en la aparicion de células degenerativas y
redondeadas de gran tamano y que poseen mds de
un nuicleo. Posteriormente, la caracterizacién del virus
aislado se realiza por inmunofluorescencia mediante la
utilizacion de anticuerpos monoclonales, esta caracte-
rizacion se hace muy importante en los casos en los
que el ECP no es claro o muy dificil de apreciar (32).
Una de las principales limitaciones del aislamiento
viral es el tiempo necesario de crecimiento e identi-
ficacién en cultivo celular (3—-7dfas). En el sistema de
cultivo celular en shell vial se realiza la centrifugacion
de las muestras cuando estas ya estan en contacto con
la monocapa facilitindose de esta forma la adhesion y
penetracion viral detectandose el ECP en las 24-48h
siguientes y la presencia de proteinas virales mediante
inmunofluorescencia mas rapidamente (1).

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES EN
MUESTRAS DE SECRECION RESPIRATORIA

Los métodos basados en la deteccién de los anti-
genos virales a pesar de necesitar una alta calidad de
muestra tienen como ventaja ser independientes de la
capacidad infectiva del virus, ademds permiten una
obtencién rapida de resultados, luego de la recepcion
de la muestra se necesitan de 4 a 6 horas para cono-
cerlos (Figura 2B). Cabe senalar también que una de
las desventajas mas frecuentes es la dificultad de inter-
pretacion de los resultados, porque la especificidad
se verd reflejada en el evaluador y su experiencia;
adicionalmente la sensibilidad de estas técnicas suele
ser baja (38). Estos métodos son usados para la detec-
cion directa de antigenos virales en la muestra clinica
o en cultivos celulares infectados previamente. Los
anticuerpos utilizados para el diagnéstico van dirigidos
contra los antigenos que se sitian en la superficie del
virus y debido a la continua variacién evolutiva de
estas moléculas de superficie es presumible que sea
necesario cambiar el anticuerpo cada cierto tiempo.
Por esta razén, se ha propuesto evaluar la presencia
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Figura 3. Deteccion de ARN viral del VSR por RT-PCR.

de otras proteinas menos expuestas por tanto menos
variables como la nucleoproteina (39).

DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Los métodos moleculares implementados para el diag-
néstico, permiten la deteccion de acidos nucleicos
basados en la bisqueda y el reconocimiento del
genoma viral en el cultivo celular o en la muestra
clinica. La reaccion en cadena de la polimerasa
(Polymerase Chain Reaction, PCR) es la técnica mas
empleada, tanto la técnica convencional como en la
de tiempo real (quantitative PCR o gPCR). En el caso
del VSR, antes de la reaccién de amplificacion debe
hacerse una reacciéon de transcripcion inversa para
transformar el RNA del virus en cDNA. Regularmente,
las técnicas de PCR estan disefadas para evaluar la
presencia de secuencias génicas muy conservadas,
como las que codifican para las proteinas Gy F, y el
evaluar la proteina G también podria permitir la dife-
renciacion entre los subtipos A y B del VSR (31).

La PCR convencional presenta un inconveniente
respecto a que es un método cualitativo, por lo cual
muchas veces requiere la aplicacion de una segunda
ronda de PCR (PCR anidada o nested-PCR) para
alcanzar una sensibilidad similar a la que se obtiene
con una gPCR, esto incrementa el tiempo necesario
hasta la obtencién de los resultados, aumenta la carga
de trabajo, y presenta un mayor riesgo de contamina-
ciones y falsos positivos. Un ejemplo de este tipo de
técnica cualitativa puede evidenciarse en la Figura 3.
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Por tanto en las PCR en tiempo real, el empleo de dife-
rentes sondas marcadas fluorogénicamente (TagMan,
sondas de hibridacién, molecular beacon), cebadores
marcados que dan lugar a un amplicon fluorescente
(primers scorpions, primers sunrise) o de agentes inter-
calantes, como el SYBR-Green, estan desplazando
el uso de la PCR convencional (40). Estos métodos
de gPCR permiten la cuantificacién y minimizan la
necesidad de un andlisis posterior de los amplicones
obtenidos, ademds de reducir el riesgo de contami-
naciones y el tiempo requerido en la emision de los
resultados (40).

VALIDEZ DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA:
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS
PRUEBAS PARA VSR

Durante el proceso diagnéstico deben intervenir, la
historia clinica, la exploracién fisica y la realizacién de
pruebas complementarias (41). Cuando existen varios
diagnédsticos presuntivos, se deben realizar pruebas
complementarias que lleven al diagnéstico diferencial
de cada una de las posibles etiologias de la enfermedad.
Por obvias razones, la mejor prueba diagnéstica sera
aquella que arroje resultados positivos para enfermos
y negativos para pacientes que no lo estan o que no
tienen el microorganismo en evaluacién (42). En este
orden de ideas una prueba diagndstica fidedigna
debe tener validez, que quiere decir el grado en que
una prueba mide lo que se supone que debe medir
y corresponde a la exactitud diagndstica y se rela-
ciona con la frecuencia con que el resultado del test
es confirmado por procedimientos diagndsticos mas
complejos y rigurosos. La validez diagnéstica viene
determinada por la especificidad y la sensibilidad de
una prueba (43).

La sensibilidad se define como la probabilidad de
clasificar correctamente a un individuo enfermo, es
decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se
obtenga en la prueba un resultado positivo. La sensibi-
lidad es, por lo tanto, la capacidad de la prueba para
detectar la enfermedad. De ahi que también la sensibi-
lidad se conozca como “tasa de verdaderos positivos”
(44). Por otra parte, la especificidad es la probabilidad
de clasificar correctamente a un individuo sano, es
decir, la probabilidad de que para un sujeto sano se
obtenga un resultado negativo. En otras palabras, se
puede definir la especificidad como la capacidad para
excluir a los sanos. De ahi que también sea denomi-
nada “tasa de verdaderos negativos”.

La seguridad de una prueba diagnéstica, es el grado
en el que una prueba predice la presencia o ausencia
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de enfermedad, es decir la probabilidad de padecer
la enfermedad cuando el resultado de la prueba es
positiva (44, 45). Otro término importante es el valor
predictivo positivo, que es la probabilidad de padecer
la enfermedad si se obtiene un resultado positivo en
el test, es decir, es el nimero de resultados que final-
mente resultan verdaderamente positivos de entre
todos aquellos que la prueba determina como posi-
tivos (suma de positivos y de falsos positivos), en tanto
que el valor predictivo negativo, es la probabilidad de
que un sujeto con un resultado negativo en la prueba
esté realmente sano, o sea, es el nimero de resultados
que finalmente resultan negativos de entre todos aque-
llos que la prueba determina como negativos(42, 44).

La reproducibilidad es la capacidad de la prueba para
ofrecer los mismos resultados cuando se repite su
aplicacién en circunstancias similares; la variabilidad
biolégica del hecho observado, la introducida por el
propio observador y la derivada del propio test, deter-
minan su reproducibilidad (42). Por ejemplo en una
prueba realizada en adultos con enfermedad respira-
toria de diferentes grupos de edad y enfermedades de
base, se comparé una RT-PCR anidada en un solo tubo,
con el aislamiento viral en cultivo celular y una prueba
serolégica por inmunoensayo enzimatico midiendo
IgG en suero para diagnosticar la presencia de VSR. Se
tomaron 1112 hisopados nasales, se les realizaron las 3
pruebas mencionadas anteriormente, 117 fueron posi-
tivas para VSR por al menos un método y 995 fueron
negativos por todos los métodos. 110 fueron consi-
derados como verdaderos positivos ya que el cultivo
o la serologia fueron positivos. De estos, 80 (73%)
fueron positivos por RT-PCR mientras que solo 43
(39%) fueron positivos por cultivo. Siete de los casos
que fueron positivos por PCR se consideraron como
falsos positivos porque el cultivo celular y la serologia
fueron negativos. De lo anterior se podria concluir que
la sensibilidad de la RT-PCR en este estudio fue 73% y
la especificidad estuvo cercana a 99% (46).

Louie y cols. reportaron un estudio en el 2005 por
medio de la implementacién de PCR vy cultivo celular
en shell vial. Buscaron caracterizar los virus causantes
de infeccién respiratoria en adultos durante la tempo-
rada de influenza. Durante los meses de enero a
marzo de 2002, se tomaron lavados nasofaringeos
de adultos con sintomas respiratorios. Se evaluaron
266 muestras respiratorias, de estas 103 (39%) resul-
taron positivas para al menos un virus por cualquiera
de las dos técnicas (52 por cultivo y 100 por PCR).
Con respecto al diagndstico clinico, se observé predo-
minio de infecciones respiratorias altas, seguido por
sinusitis y faringitis; se encontré que Flu A y B estaban



presentes en el 54% de las muestras, RV en el 28%,
VSR en el 12%, hMPV en el 9% y CoV y AdV en un
2%. En ese estudio también se presentaron infecciones
respiratorias agudas de vias bajas, siendo la neumonia
el principal diagnéstico clinico. Se demostr6é predo-
minancia de etiologia viral en los casos de bronquitis
(62,5%), faringitis (57,1%) y neumonia (47,6%). La PCR
encontré 17 casos de Flu Ay 1 de PIV-1 que fueron
negativos por shell vial pero fall6 al detectar 2 casos
Flu A, 1 de AdV y 2 con PIV-1 que resultaron posi-
tivos en el cultivo. Asi, sugieren que la PCR es una
herramienta muy Util durante la identificacién de paté-
genos virales no detectados facilmente por métodos de
evaluacion tradicionales como el cultivo celular (47).

En un estudio realizado por Casiano y cols. (2003) se
procesaron 60 hisopados nasofaringeos para comparar
la sensibilidad de cuatro técnicas de diagnéstico para
el VSR (cultivo celular, RT-PCR, serologia evaluando
niveles de 1gG y deteccion antigénica), se encontré
que 54 de las muestras fueron positivas para VSR por
al menos una de las técnicas evaluadas: 46 fueron
positivas por serologia (77%), 49 fueron detectadas
por RT-PCR (82%), 28 se identificaron por cultivo
celular (46%) y s6lo 19 fueron identificadas por detec-
cién antigénica (32%) (6 positivas por BD (Becton
Dickinson Directigen RSV) (10%), 12 por VIDAS RSV
assay (20%) y por IFl 14 (24%). Debido a que la validez
de las pruebas diagndsticas evaluadas para VSR estd
dada en términos de sensibilidad (valor predictivo
positivo RT-PCR: 0,90, Cultivo celular 0,51, Serologia
0,8 y deteccion de antigenos 0,3) se concluyé que, las
técnicas mds sensibles fueron tanto la serologia como
la RT-PCR y los ensayos menos sensibles fueron los
métodos de deteccion rapida de antigenos (48).

En 2007 Rabagliati y cols. evaluaron el impacto del
uso de la PCR en tiempo real (QRT-PCR) en el diagnos-
tico de infecciones respiratorias por VSR en adultos y
caracterizar su perfil clinico. Durante ocho semanas
del afo 2005, se evaluaron por qRT-PCR para detectar
VSR, 114 adultos con sintomas respiratorios internados
en un hospital, cuyos hisopados nasofaringeos fueron
negativos para inmunofluorescencia de VSR, Flu-A, -B,
PIV-1, 2, 3 y AdV. Se confeccioné una base de datos
con los antecedentes clinicos, pruebas de laboratorio
y evolucién de cada paciente. En 17 de los 114 hiso-
pados (14,9%) se detecté VSR por la gPCR. El perfil
clinico de los pacientes estuvo constituido en mas
del 80% por fiebre, congestion faringea, tos y signos
de obstruccion bronquial. El 30% presentaba enfer-
medad crénica y 47% eran inmunocomprometidos.
3 pacientes de los 17 (18%) presentaron descompen-
sacion de la enfermedad de base y 1 de los 17 (6%)
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requirié ventilacion mecanica. No hubo mortalidad
asociada. En este caso el uso de gRT-PCR permitié
duplicar la deteccion de infecciones por VSR en
adultos hospitalizados respecto a las diagnosticadas
por IFl, por tanto se recomienda considerar el empleo
de la técnica de gRT-PCR en aquellos pacientes con
sospecha clinica de VSR durante la temporada de
mayor circulacién viral y con resultados negativos por
métodos convencionales debido a la baja sensibilidad
de la inmunofluorescencia directa (49).

Templeton y cols. (2004) realizaron la comparacién
entre la sensibilidad de deteccién viral por cultivo
celular y gPCR. Para esto se desarroll6 una PCR
multiplex para la deteccién de una serie de virus respi-
ratorios: Flu Ay B, VSR, PIV 1, 2, 3 y 4. Se analizaron
un total de 358 muestras de secreciones respirato-
rias tomadas durante un periodo de un ano. En 67 de
los 358 (19%) se encontré al menos uno de los virus
evaluados por aislamiento viral y 87 de los 358 (24%)
por gPCR multiplex. Por cultivo se detectaron 3 casos
de Flu A, 2 de Flu B, 57 de VSR, 2 de PIV1 y 2 de
PIV3. Todas las muestras positivas por cultivo fueron
positivas por qPCR multiplex pero por esta técnica se
detectaron ademds, 5 muestras positivas para Flu A,
6 para VSR, 2 para PIV 1, 1 para PIV2, 1 para PIV3
y 3 para PIV4. Se evidencié que la utilizacion de
gPCR multiplex para evaluar las muestras de secre-
ciones respiratorias, incrementa la sensibilidad para
el diagnostico de la etiologia de infecciones respira-
torias virales. Debido a que los resultados pueden ser
obtenidos dentro de las siguientes 6 horas después de
haber tomado la muestra. El uso de esta técnica mole-
cular podria mejorar el manejo de los pacientes vy el
control de las infecciones respiratorias (50).

Los datos anteriormente expuestos sefalan la dificultad
para dar un diagnostico certero por laboratorio de la
etiologia de las infecciones respiratorias y por tanto es
de gran interés e importancia conocer el nimero de
casos verdaderos positivos que se pasan por alto al
evaluar las muestras por inmunofluorescencia directa,
confirmando los casos mediante técnicas moleculares
como RT-PCR y aislamiento viral; ademas es rele-
vante saber la distribucion geografica de los diferentes
subtipos de VSR.

Para realizar un resumen global de los hallazgos de los
anteriores estudios, podemos decir en términos gene-
rales que: la inmunofluorescencia es una de las técnicas
mdas ampliamente utilizadas durante el diagnéstico de
estas entidades y a pesar de ser mas rapida, es menos
sensible que el aislamiento viral y se ve afectada por la
calidad de la muestra y la carga viral contenida en ella
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(51). El cultivo se considera como una prueba impor-
tante para el diagndstico de la etiologia de la infeccién
respiratoria aguda, pero actualmente se cuestiona su
papel, debido a que cuando es posible llevarlo a cabo,
resulta laborioso, demorado, costoso y de sensibilidad
variable (52). Para el caso particular del VSR, el método
clasico para su diagnéstico es el aislamiento en cultivo
celular, pero puede conllevar a resultados falsos nega-
tivos ya que este virus es muy labil (53). Es probable
que estas dificultades en el diagndstico sean las respon-
sables de que se desconozca la etiologia en mas del
50% de los casos de IRA (27), impidiendo el tratamiento
adecuado de la enfermedad. Ante esta situacion, se han
venido desarrollando técnicas moleculares con dife-
rentes caracteristicas debido a que algunas, ademas de
identificar y subtipificar el VSR, reconocen diferentes
patégenos causantes de IRA simultdneamente, con
excelentes resultados (54, 55). Sin embargo, a pesar de
los avances en las técnicas y la gran variedad de pat6-
genos que se evallan en estas, en una gran proporcion
de episodios de enfermedad respiratoria no puede ser
identificado el agente patégeno causante de la enfer-
medad por tanto aun hace falta investigacién y muchos
mas estudios que demuestren la verdadera superioridad
de un ensayo sobre los otros (54).

CONCLUSIONES

La infeccién respiratoria aguda es la enfermedad
mas frecuente en todas las etapas de la vida del ser
humano; varia en cuanto a su etiologia y esta condicio-
nada fundamentalmente por la edad, las circunstancias
medioambientales que influyen sobre el hospedero,
el dmbito asistencial y las enfermedades sistémicas
asociadas (1).

Entre los numerosos microorganismos causantes, los
virus son reconocidos como los agentes etiolégicos
predominantes en las infecciones respiratorias agudas,
tanto en nifnos como en adultos (2).

Los agentes etiolégicos virales mas comunes en las
infecciones respiratorias incluyen los siguientes virus:
Adenovirus (AdV), Influenza A'y B (Flu A y Flu B),
Parainfluenza 1, 2, 3 y 4 (PIV 1, 2, 3), Virus Sincitial
Respiratorio humano (hVSR), Coronavirus Humano
(hCoV), Rinovirus (RV), Enterovirus (EV) y Bocavirus
Humano (hBoV) entre otros (4).

El VSR es el principal agente etiolégico de las enferme-
dades respiratorias agudas como se vio a lo largo de
la revisién. Casi todos los nifios presentan evidencia
serolégica de infeccién por VSR a la edad de dos
anos (5). La primoinfeccién por este virus casi siempre
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es sintomdtica y los casos mds severos se presentan
durante los primeros 6 meses de vida (6).

En la literatura se ha reportado que los métodos de
diagnéstico viroldgico, deben realizarse tres pruebas
minimas para confirmar un caso probable como verda-
dero positivo, debido a que ninguno de ellos tiene
una sensibilidad del 100%. Estos métodos son cultivo
celular para realizar aislamiento viral, deteccion de anti-
genos por inmunofluorescencia y PCR para detectar el
genoma viral (1), realizar las tres pruebas es ideal para
confirmar los casos, pero implica gastos muy grandes
para el sistema, por tanto es necesario proponer un
algoritmo para determinar la etiologia de las infecciones
respiratorias agilizando y optimizando el diagnéstico y
asi poder determinar el tratamiento adecuado evitando
de esta manera la diseminacién de los brotes respirato-
rios y el uso innecesario de antibiéticos.

La inmunofluorescencia es una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas durante el diagnéstico de estas
entidades y a pesar de ser mas rapida, es menos sensible
que el aislamiento viral y se ve afectada por la calidad
de la muestra (51). El cultivo se considera como una
prueba importante para el diagndstico de la etiologia
de la infeccion respiratoria aguda, pero actualmente se
cuestiona su papel debido a su sensibilidad variable y
costo (52) y puede conllevar a resultados falsos nega-
tivos ya que este virus es muy labil (53). Es probable que
estas dificultades en el diagndstico sean las responsa-
bles de que se desconozca la etiologia en mas del 50%
de los casos de IRA (27), impidiendo el tratamiento
adecuado de la enfermedad. Ante esta situacion, se
han venido desarrollando técnicas moleculares para
el diagnéstico de los virus causantes de IRA, como
una alternativa muy util aunque son técnicas costosas
y el entrenamiento del personal influye mucho en la
calidad de los resultados.

Como conclusiéon general vale la pena resaltar que, el
diagnostico preciso y rapido de las infecciones respi-
ratorias es muy importante para mejorar el tratamiento
de los pacientes, limitdndose asi el uso innecesario de
antibiéticos, también es importante para optimizar el
manejo de dichos pacientes previniendo de esta forma
la dispersién de infecciones en el dambito hospitalario
por ejemplo por VSR a pacientes pediatricos inmuno-
comprometidos que pueden desarrollar infecciones
respiratorias agudas graves. A nivel de vigilancia, un
punto neuralgico es tener un control adecuado de los
virus respiratorios conociendo asi las cepas circulantes
y detectando cualquier cambio que pueda conside-
rarse de alerta, orientando de esta forma la prevencion



y el manejo durante la presentacion de brotes de enfer-
medades respiratorias.
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