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Prdlogo

Este libro tiene como propésito proveer los fundamentos necesarios para el estudio de las
infecciones virales de mayor impacto en salud humana. Estd destinado a los alumnos de
la Carrera de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (FBIO-
yF) de la Universidad Nacional de Rosario (UNR), asi como a estudiantes de otras carreras
biomédicas y como material de consulta para los profesionales del area salud.

Esta segunda edicién del libro “Diagnodstico en Virologia” llega en coincidencia con el 25°
aniversario de la creacién del Area Virologia en el Departamento de Microbiologia de la
FBIOYF. Haciendo un poco de historia, el Area Virologia surge por la necesidad de incorpo-
rar a la curricula de la Carrera de Bioquimica un area disciplinar de vacancia en la FBIO-
yF como era la Virologia. Su creacién fue promovida por la Decana Dra Moénica Elias y el
Vicedecano Dr. Néstor Carrillo de 1a FBIOYF (periodo 1998-2002) a través del Fondo para
el Mejoramiento de la Calidad de la Ensefianza (programa FOMEC N° 138). El programa
FOMEC preveia la incorporacién de tres Profesores con dedicacion exclusiva para llevar
a cabo todas las tareas concernientes a la creacién, organizacién y posterior desenvolvi-
miento de esta nueva 4rea académica. Con ese objetivo, el Area Virologia fue creada en el
afio 2000 por las Dras. Daniela Gardiol, Adriana A. Giri y Maria Rosa Marano para llevar
adelante tareas de investigacién y docencia en los diferentes aspectos de la Virologia. En
2001, se incorpor6 al Bioq. Miguel Taborda con el propésito de llevar adelante un servicio
asistencial para el diagndstico virologico de los pacientes provenientes del Hospital Pro-
vincial del Centenario y de otros hospitales ptiblicos de la ciudad de Rosario. Ese mismo
afio, comenzé el dictado de la asignatura Virologia en la Carrera de Bioquimica y se desa-
rrollaron distintas lineas de investigacién que permitieron la formacién de recursos hu-
manos. La participacién de los docentes formados en el Area Virologia en este libro refleja
el resultado del trabajo en equipo realizado durante estos 25 aflos para la capacitacién de
los futuros profesionales en esa tematica.

Desde la primera edicién del libro “Diagnéstico en Virologia”, en formato impreso y publi-
cado en 2012, hemos sido testigos de la emergencia de nuevos patégenos virales para el
ser humano y de la incorporacién de innovadoras tecnologias en el laboratorio de anélisis
clinicos. En esta segunda edicién, en formato digital y de acceso abierto, se han adaptado
los contenidos para ofrecer informacién actualizada sobre el diagndstico, la fisiopatogenia
y la prevencién de las enfermedades virales de impacto en la salud ptblica.
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Capitulo 1
BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE VIROLOGIA

Diego Chouhy
Agustina Cerri
Adriana A. Giri

1.1. PRINCIPIOS DE BIOSEGURIDAD
Riesgo implica la probabilidad de que ocurra un dailo, lesién o enfermedad. En el contex-
to de los laboratorios microbiol6gicos y biomédicos, la evaluacién del riesgo se concentra
principalmente en la prevencién de infecciones de laboratorio y ayuda a asignar los niveles
de bioseguridad (instalaciones, equipo y practicas) que reducen al minimo el riesgo de ex-
posicién del trabajador o del ambiente a un agente.
El término contencion se utiliza para describir métodos seguros para manejar materiales
infecciosos en el medio ambiente del laboratorio donde son manipulados o conservados.
El objetivo de la contencibén es reducir o eliminar la exposicién de quienes trabajan en
laboratorios u otras personas, y del medio ambiente externo, a agentes potencialmente
peligrosos.
La contencién primaria, que incluye la proteccién del personal y del medio ambiente inme-
diato del laboratorio de la exposicién a agentes infecciosos, es provista tanto mediante
buenas técnicas microbioldgicas como a través del uso de equipos de seguridad adecuados.
El uso de vacunas puede brindar un mayor nivel de proteccién del personal.
La contencidn secundaria, que incluye la proteccién del medio ambiente externo al labora-
torio de la exposicién a materiales infecciosos, se alcanza a través de una combinacion del
disefio de la instalacién y de practicas operativas.
Por lo tanto, los tres elementos de contencién incluyen:

- prdcticasy técnicas de laboratorio

- equipos de seguridad

- disefio de la instalacién.
La evaluacion del riesgo del trabajo a realizar con un agente especifico determinara la com-
binacién apropiada de estos elementos.

1.2. PRACTICAS Y TECNICAS DE LABORATORIO

El elemento mas importante de la contencién es el cumplimiento estricto de las practicas
y técnicas microbiologicas estandar.

Las infecciones han ocurrido en todo tipo de laboratorios. La gran mayoria de las infeccio-
nes reportadas ocurren en institutos de investigacién que trabajan con cultivos para aisla-
miento viral, aunque una mayor proporcién de personas estan a riesgo en los laboratorios
de diagnoéstico de rutina.
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Las rutas de infeccién reportadas son:

Oral: comiendo, bebiendo, tomando mate y fumando en el laboratorio, pipeteo
con la boca, transferencia de microorganismos a la boca por medio de dedos u
objetos contaminados.

Piel:1astimaduras por agujas, instrumentos cortantes, vidrio. Mordidas o rasgu-
nos de animales.

Conjuntiva: salpicaduras de material infectado en los ojos, transferencia de mi-
croorganismos a los ojos por los dedos 0 manos.

Tracto respiratorio: inhalacién de aerosoles conteniendo microorganismos.

1.2.1. USO DE PIPETAS Y DISPOSITIVOS DE PIPETEO

Debe utilizarse siempre un dispositivo de pipeteo. El pipeteo con la boca esta
prohibido.

Nunca se insuflara aire en un liquido que contenga agentes infecciosos.

No debe mezclarse el material infeccioso aspirando y soplando alternativamen-
te a través de una pipeta.

Las pipetas contaminadas deben sumergirse completamente en un desinfec-
tante adecuado contenido en un recipiente irrompible y permanecer en él du-
rante un tiempo suficiente antes de tirarlas.

No deben utilizarse para pipetear jeringuillas provistas de aguja hipodérmica.
Para evitar la dispersién del material infeccioso que caiga accidentalmente de
una pipeta, se debe recubrir la supertficie de trabajo con material absorbente, el
cual debe ser desechado como residuo infeccioso una vez utilizado.

1.2.2. PREVENCION EN LA INGESTA DE MATERIAL INFECCIOSO Y SU CONTACTO
CON LA PIELY LOS OJOS

Las particulas y gotas de mayor tamaifio (>5mm) que se desprenden durante las
manipulaciones microbiolégicas se depositan rapidamente en la supertficie de
las mesas y en las manos del trabajador. SIEMPRE utilizar guantes descartables
y evitar tocarse la boca, los 0jos y el rostro.

En el laboratorio no se deben conservar ni consumir alimentos o bebidas.

En el laboratorio no se colocaran objetos en la boca (lapices, goma de mascar).
En el laboratorio no se aplicaran cosméticos.

La cara, los ojos yla boca deben estar protegidos con una pantalla o de algin otro
modo durante cualquier operacién que pueda provocar salpicaduras de material
potencialmente infeccioso.

1.2.3. PREVENCION DE LA INYECCION DE MATERIAL INFECCIOSO

La inoculacién accidental debida a heridas por objetos de vidrio roto o astillado
puede evitarse mediante practicas y procedimientos cuidadosos. El material de
vidrio debe ser reemplazado por material de plastico siempre que sea posible.
La inoculacién accidental puede producirse como consecuencia de heridas con
agujas hipodérmicas, pipetas Pasteur de vidrio o vidrios rotos.
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El ntmero de accidentes causados por agujas hipodérmicas puede reducirse
restringiendo al minimo el uso de jeringas y agujas (por ejemplo, existen dis-
positivos sencillos para abrir los frascos con tapén de diafragma de modo que
puedan usarse pipetas en lugar de jeringuillas y agujas), o utilizando dispositi-
vos especiales de seguridad para objetos cortantes y punzantes cuando se hace
imprescindible utilizar jeringas y agujas.

NUNCA deben volver a cubrirse las agujas. Los articulos desechables deberan
colocarse en recipientes resistentes a la perforaciéon que tengan tapa.

Las pipetas Pasteur de vidrio deben sustituirse por otras de plastico.

1.2.4. SEPARACION DE SUERO

Sélo realizara este trabajo personal de laboratorio debidamente capacitado.

El personal debe llevar guantes y equipo protector de ojos y mucosas.

Sélo una buena técnica permite evitar o reducir al minimo las salpicaduras y los
aerosoles. La sangre y el suero se deben pipetear con cuidado en lugar de verter-
los. El pipeteo con la boca est4 prohibido.

Una vez usadas, las pipetas se sumergirdn por completo en un desinfectante
apropiado y permaneceran en él durante un tiempo suficiente, hasta que se eli-
minen o se laven y esterilicen para volverlas a utilizar. Se aconseja el uso de
pipetas descartables.

Los tubos de ensayo que se desea eliminar y que contienen coigulos de san-
gre u otros materiales se colocaran, nuevamente con sus tapas, en recipientes
impermeables apropiados que se tratarn y esterilizaran en la autoclave o se
incineraran.

Habré que disponer de desinfectantes apropiados para limpiar las salpicaduras
y los derrames de material.

Actualmente hay tubos que estan provistos de un polimero el cual, luego de la
centrifugacién, separa el suero del paquete celular. Esto disminuye de manera
significativa el riesgo de infeccién accidental.

1.2.5.USO DE LAS CENTRIFUGAS

El funcionamiento mecanico satisfactorio es un requisito de la seguridad micro-
biol6gica del empleo de centrifugas en el laboratorio.

Los tubos de la centrifuga y los recipientes de muestras destinados al uso en la
centrifuga deben estar fabricados de plastico, y deben inspeccionarse para de-
tectar defectos antes de usarlos.

Los tubos y los recipientes para muestras deben estar siempre bien cerrados
(con tap6n de rosca si es posible) para la centrifugacion.

El espacio que debe dejarse entre el nivel del liquido y el borde de cada tubo de
centrifuga debe ser especificado en las instrucciones del fabricante.

Al utilizar las centrifugas, pueden expulsar particulas infecciosas transportadas
por el aire. No obstante, el empleo de una buena técnica de centrifugacién y de
tubos tapados correctamente ofrece proteccién suficiente contra los aerosoles
infecciosos y la dispersién de particulas.

16



Capitulo I
BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE VIROLOGIA

— En caso de rotura de un tubo dentro de la centrifuga mientras la misma esta en
funcionamiento, NUNCA se debe abrir inmediatamente. Se debe dejar que los
aerosoles se depositen dentro de la misma (30 minutos aproximadamente). Lue-
go se debe abrir la centrifuga y descontaminar con un desinfectante adecuado.

1.2.6. DESINFECCION
Para la bioseguridad en el laboratorio es fundamental disponer de conocimientos
bésicos sobre la desinfeccién y la esterilizacién. Los tiempos de contacto con los
desinfectantes son distintos para cada material y cada fabricante. Asi, todas las re-
comendaciones para el uso de desinfectantes deben seguir las especificaciones del
fabricante.
En la esfera de la desinfeccion y 1a esterilizacion se utilizan muchos términos diferentes:
— Antimicrobiano: Agente que mata los microorganismos o suprime su crecimiento
y proliferacién.
— Antiséptico: Sustancia que inhibe el crecimiento y el desarrollo de microorganis-
mos pero no necesariamente los mata. Los antisépticos suelen aplicarse a las super-
ficies corporales.
— Descontaminacion: Cualquier proceso utilizado para eliminar o matar microor-
ganismos. También se utiliza para referirse a la eliminacién o neutralizacién de sus-
tancias quimicas peligrosas y materiales radioactivos.
— Desinfeccion: Medio fisico o quimico para matar microorganismos, pero no nece-
sariamente elimina esporas.
— Desinfectante: Sustancia o mezcla de sustancias quimicas utilizada para matar
microorganismos, pero no necesariamente elimina esporas. Los desinfectantes sue-
len aplicarse a supertficies u objetos inanimadaos.
— Esporicida: Sustancia o mezcla de sustancias quimicas utilizadas para matar mi-
Croorganismos y esporas.
— Esterilizacion: Proceso que mata o elimina todas las clases de microorganismos
y esporas.
— Germicida quimico: Sustancia o mezcla de sustancias quimicas utilizada para
matar microorganismos.
— Microbicida: Sustancia o mezcla de sustancias quimicas que mata microorganis-
mos. Este término se utiliza a menudo en lugar de «germicida quimico» o «antimi-
crobiano».
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HIPOCLORITO SODICO (CLORO)
El cloro, oxidante de accién rapida, es un germicida quimico de uso muy extendido y de amplio
espectro. Normalmente se vende en forma de una solucién acuosa de hipoclorito sédico (NaO-
Cl) que puede diluirse en agua para conseguir distintas concentraciones de cloro libre.
Su actividad se ve considerablemente reducida por la materia organica (proteinas). Las so-
luciones madre o de trabajo de lejia almacenadas en recipientes abiertos, particularmente a
temperaturas elevadas, liberan cloro gaseoso con lo que se debilita su potencial germicida.
La frecuencia con la que deben prepararse nuevas soluciones de trabajo de lejia depende de
su potencia inicial, del tamaifio y el tipo de los recipientes (por ejemplo, con o sin tapa), de la
frecuencia y el tipo de uso, y de las condiciones ambientales. A titulo de orientacién general,
las soluciones que reciban materiales con gran cantidad de materia organica varias veces al
dia deben cambiarse al menos diariamente, mientras que aquellas que se usan con menos
frecuencia pueden durar hasta una semana.
Como solucion desinfectante general para toda clase de trabajos de laboratorio se utilizard una
concentracion de 1 g/l de cloro libre. En caso de derrame que conlleve un peligro bioldgico y en
presencia de grandes cantidades de materia organica, se recomienda utilizar una solucién
mas concentrada, que contenga 5 g/1 de cloro libre. Las soluciones de NaOCl, como la lejia de
uso doméstico, contienen 50 g/1 de cloro libre y por tanto deben diluirse a razén de 1:50 0 1:10
para obtener concentraciones finales de 1 g/1y5 g/1, respectivamente. La lejia no se recomienda
como antiséptico, pero puede utilizarse como desinfectante de uso general y para sumergir
materiales no metalicos contaminados.

1.3. EQUIPOS DE SEGURIDAD

Los equipos de seguridad incluyen cabina de seguridad bioldgica (CSB), recipientes cerrados,
y otros sistemas destinados a eliminar o minimizar las exposiciones a materiales biologi-
cos peligrosos. La CSB es el dispositivo principal utilizado para proporcionar contencion
de salpicaduras o aerosoles infecciosos generados por diversos procedimientos microbio-
l6gicos. Los equipos de seguridad pueden también incluir elementos de proteccién per-
sonal, tales como guantes, ambos, delantales, cobertores de zapatos, botas, respiradores,
mascaras faciales, anteojos de seguridad o antiparras. Los equipos de proteccién personal
se utilizan en general en combinacion con gabinetes de seguridad bioldgica y otros dispo-
sitivos que contienen los agentes, animales o materiales que se manipulan. En algunas
situaciones en las cuales resulta poco practico trabajar en CSB, los equipos de proteccién
personal pueden formar la barrera primaria entre el personal y los materiales infecciosos.
Las CSB estan disefladas para proteger al trabajador, la atmédsfera del laboratorio y los ma-
teriales de trabajo de la exposicién a las salpicaduras y a los aerosoles infecciosos que pue-
den generarse al manipular el material que contiene agentes infecciosos, como cultivos
primarios, soluciones madre y muestras clinicas. Los aerosoles se producen en cualquier
actividad que transmita energia a un material liquido o semiliquido, por ejemplo, al agitar-
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lo, verterlo a otro recipiente, removerlo o verterlo sobre una supertficie o sobre otro liquido.
Las actividades como la siembra de placas de agar, la inoculacién de frascos de cultivo
celular con pipeta, el uso de pipetas multiples para dispensar suspensiones liquidas de
agentes infecciosos en placas de cultivo, la homogeneizacion y la agitacién en vortex de
material infeccioso, la centrifugacién de liquidos infecciosos o el trabajo con animales,
pueden generar aerosoles infecciosos. Las particulas de aerosol de menos de 5 mm de dia-
metro y las pequeias gotas de 5a 100 mm de didmetro no son visibles a simple vista. El
trabajador no suele darse cuenta de que se estan produciendo esas particulas, que pueden
ser inhaladas o provocar la contaminacién cruzada de los materiales que se encuentran
sobre las superficies de trabajo. Las CSB, cuando se utilizan debidamente, han demostrado
ser sumamente eficaces para reducir las infecciones adquiridas en el laboratorio y la con-
taminacién cruzada de cultivos por exposicién a aerosoles. Las cabinas de flujo de aire ho-
rizontal y vertical («bancos de trabajo de aire limpio»)no son CSBy no deben emplearse como tal.

13.1.CSBCLASEI

Es un gabinete ventilado de presién negativa que, por lo general, funciona con un
frente abierto. La totalidad del aire del gabinete se libera a través del filtro HEPA
(HEPA: High Efficiency Particle Arresting) hacia el laboratorio o hacia el exterior. Las
CSB de Clase I estan disefiadas para la investigacién microbiol6gica con agentes de
riesgo bajo y moderado y se utilizan para la contencién de mezcladoras, licuadoras y
otros equipos. Estos gabinetes resultan inadecuados para la manipulacién de mate-
rial de investigacién vulnerable a la contaminacién del aire dado que el flujo de aire
no filtrado proveniente del laboratorio puede transportar sustancias contaminantes
al gabinete (Figura 1).

1.3.2.CSB CLASEII
Esta disefiada con flujo de aire de entrada a una velocidad que permita proteger al
personal, flujo laminar vertical hacia abajo filtrado con HEPA para la proteccién del
producto y flujo de escape filtrado con HEPA para la proteccién ambiental. Las CSB
de Clase II se clasifican en dos tipos (A y B), segtin la construccion, las velocidades y
los patrones del flujo del aire y los sistemas de escape. Basicamente, las cabinas de
tipo A son aptas para investigacién microbiolédgica en ausencia de productos quimicos
volatiles o téxicos y radionucleidos (formas inestables de elementos que liberan ra-
diacién a medida que se descomponen y se vuelven mas estables), ya que el aire vuel-
ve a circular dentro del gabinete. Las cabinas de tipo A pueden tener el escape orien-
tado hacia el laboratorio o hacia el exterior a través de una conexién al sistema de
escape de la construccion. Por su parte, las cabinas de tipo B se conectan al sistema de
escape de la construccién y contienen plena presion negativa. Tales caracteristicas
permiten que el trabajo se realice con productos quimicos o radionucleidos (Figura 1).
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1.3.3.CSB CLASEIII

Esun gabinete herméticamente cerrado y ventilado a prueba de gases. Ofrece el grado
mas elevado de proteccién de personal y del ambiente contra los aerosoles infeccio-
sos, asi como también la proteccién de materiales de investigacién contra los conta-
minantes microbiol6gicos. Son los mas aptos para trabajar con agentes peligrosos
que requieren contenciéon de Bioseguridad de Nivel 3 0 4.

Todas las operaciones en el area de trabajo del gabinete se realizan con guantes de
goma o trajes protectores. E1 CSB de Clase III funciona bajo presién negativa. El su-
ministro de aire se realiza a través del filtrado HEPA y el gas de escape del gabinete
se filtra a través de dos filtros HEPA en serie o una filtracién HEPA seguida por una
incineracién antes de la descarga fuera del recinto. Todas las partes del equipo reque-
ridas por la actividad del laboratorio, tales como las incubadoras, los refrigeradores y
los centrifugadores, deben constituir una parte integral del sistema del gabinete. La
CSB Clase III debe ser conectada a autoclaves de doble extremo y/o a un tanque de
productos quimicos utilizado para esterilizar o desinfectar los materiales que salen
del gabinetey para permitir que nuevos materiales ingresen al mismo. En consecuen-
cia, muchas CSB de Clase I1I se conforman como sistemas interconectados (Figura 1).

CSB Clase [ CSB Clase I CSB Clase 111

—

Tipo A Tipo B

—a Aire del local
»~— Aire limpio (filtro absoluto) ) .
—=Aire potencialmente contaminado © Presion positiva

@ Presién negativa

Figura 1. Esquemas de funcionamiento de los modelos basicos de CSB™.

1. Organizacion Panamericana de la Salud (2002). Cabinas de seguridad bioldgica: uso, desinfeccion y
mantenimiento. (1° ed) ISBN 92-75-32416-6 (version electrénica) [consultado el 28/01/2025] Disponible en:
https://iris.paho.org/handle/10665.2/42705.
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1.4. DISENO Y CONSTRUCCION DE INSTALACIONES

El disefio y 1a construccion de la instalacion contribuyen a la proteccién de quienes traba-
jan en el laboratorio, proporcionan una barrera para proteger a las personas que se encuen-
tran fuera del laboratorio, y protegen a las personas o animales de la comunidad de agentes
infecciosos que pueden ser liberados accidentalmente desde el laboratorio.

La barrera o barreras recomendadas dependen del riesgo de transmisién de los agentes
especificos. Por ejemplo, los riesgos de exposicién de la mayor parte del trabajo en insta-
laciones del Nivel de Bioseguridad 1y 2 serdn el contacto directo con los agentes o exposi-
ciones a contactos inadvertidos a través del medio ambiente de trabajo contaminado. Las
barreras secundarias en estos laboratorios pueden incluir la separacién del rea de trabajo
del laboratorio del acceso al ptiblico, la disponibilidad de un sistema de descontaminaciéon
(por ejemplo, autoclave) e instalaciones para el lavado de manos.

Cuando el riesgo de infeccién por exposicién a un aerosol infeccioso esta presente, quizas
sea necesario implementar un mayor nivel de contencién y barreras secundarias miltiples
para evitar que los agentes infecciosos se escapen hacia el medio ambiente. Dichas carac-
teristicas de disefio incluyen sistemas de ventilacién especializados para asegurar el flujo
de aire direccional, sistemas de tratamiento de aire para descontaminar o eliminar agentes
del aire de escape, zonas de acceso controladas, esclusas de aire en las puertas de acceso al
laboratorio o edificios 0 m6dulos separados para aislar al laboratorio.

Se describen 4 niveles de bioseguridad, que constan de combinaciones de practicas y técni-
cas de laboratorio, equipos de seguridad e instalaciones de laboratorio. Cada combinacion
es especificamente apropiada para las operaciones llevadas a cabo, las vias de transmision
documentadas o sospechadas de los agentes infecciosos, y 1a funcién o la actividad del
laboratorio.

En general, el trabajo con agentes conocidos debe realizarse en el nivel de bioseguridad
recomendado y se toma en cuenta la informacién especifica sobre la virulencia, la pato-
genicidad, los patrones de resistencia a antibiéticos, la disponibilidad de vacunas o trata-
mientos.

- Nivel de Bioseguridad 1 (BSL1): Las précticas, los equipos de seguridad, el di-
seflo y la construccion de la instalacién del BSL1 son adecuados para laborato-
rios destinados a la educacién o capacitacién secundaria o universitaria, y para
otros laboratorios en los cuales se trabaja con cepas definidas y caracterizadas
de microorganismos viables que no se conocen como generadores sistematicos
de enfermedades en humanos adultos sanos. El BSL1 representa un nivel basico
de contencién que se basa en practicas microbiolégicas estandar sin ninguna
barrera primaria o secundaria especialmente recomendada, salvo una pileta
para lavado de manos.

- Nivel de Bioseguridad 2 (BSL2): Las practicas, los equipos, el disefio y 1a cons-
truccién de instalaciones del BSL2 son aplicables a laboratorios educativos, de
diagndstico, clinicos u otros laboratorios donde se trabaja con un amplio espectro
de agentes de riesgo moderado que se encuentran presentes en la comunidad y que
estan asociados con enfermedades humanas de variada gravedad. Con buenas
técnicas microbiolégicas, estos agentes se pueden manipular en forma segura
en actividades realizadas en una mesa de trabajo, siempre que el riesgo potencial
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de que se produzcan salpicaduras o aerosoles sea bajo. El Virus de la Hepatitis B
(HBV), el Virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV-1), Salmonella spp, y Toxo-
plasma spp son representativos de los microorganismos asignados a este nivel de
contencién. El BSL2 es adecuado cuando se trabaja con sangre derivada de humanos,
fluidos corporales, tejidos o lineas de células primarias humanas donde puede desco-
nocerse la presencia de un agente infeccioso. Los riesgos primarios del personal que
trabaja con estos agentes estan relacionados con exposiciones accidentales de
membranas mucosas o percutineas, o ingestién de materiales infecciosos. Debe
tenerse especial precaucién con agujas o instrumentos cortantes contaminados.
Si bien no se ha demostrado que los organismos que se manipulan de rutina en
el BSL2 sean transmisibles a través de la via de aerosoles, los procedimientos con
potencial de producir aerosoles o grandes salpicaduras, que pueden incrementar
el riesgo de exposicion de dicho personal, deben llevarse a cabo en equipos de
contencién primaria o en dispositivos tales como una CSB. Se deben utilizar las
demas barreras primarias que correspondan, tales como méscaras contra salpi-
caduras, gafas protectoras, mascaras, delantales y guantes. Se debe disponer de
barreras secundarias, tales como piletas para lavado de manos y oculares, e ins-
talaciones de descontaminacion de desechos a fin de reducir la contaminacion
potencial del medio ambiente.

- Nivel de Bioseguridad 3 (BSL 3): Las practicas, equipos de seguridad y el disefio
yla construccién de las instalaciones del BSL3 pueden aplicarse a instalaciones
clinicas, de produccién, investigacién, educacién o diagnoéstico, donde se traba-
ja con agentes ex6ticos o regionales con riesgo potencial de transmision respi-
ratoria, y que pueden provocar una infeccién grave y potencialmente letal. La
Mycobacterium tuberculosis, el SLEV, y la Coxiella burnetii son representativos de
los microorganismos asignados a este nivel. Los riesgos primarios del personal
que trabaja con estos agentes estan asociados a la auto inoculacién, ingestién y
exposicion a aerosoles infecciosos. Al manipular agentes del BSL3 se pone ma-
yor énfasis en las barreras primarias y secundarias para proteger al personal en
areas contiguas, a la comunidad y al medio ambiente de la exposicién a aeroso-
les potencialmente infecciosos. Por ejemplo, todas las manipulaciones de labo-
ratorio se deben llevar a cabo en una CSB u otros equipos cerrados, tales como
camaras de generacién de aerosoles estancas al gas. Las barreras secundarias
para este nivel incluyen el acceso controlado al laboratorio y requisitos de venti-
lacién que minimicen la liberacién de aerosoles infecciosos desde el laboratorio.

- Nivel de Bioseguridad 4 (BSL4): Las practicas y los equipos de seguridad, asi
como el disefio y la construccién de instalaciones del BSL4 son aplicables al
trabajo con agentes peligrosos o téxicos que representan un alto riesgo indivi-
dual de enfermedades que ponen en peligro la vida, que pueden transmitirse a
través de aerosoles y para las cuales no existen vacunas o terapias disponibles.
Los agentes con una relacién antigénica cercana o idéntica a los agentes de los
BSL4 deben manejarse conforme a las recomendaciones de este nivel. Los virus
como Marburg o los que causan fiebres hemorragicas se manipulan en el BSL4.
Los riesgos principales para el personal que trabaja con agentes del BSL4 son
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la exposicién respiratoria a aerosoles infecciosos, la exposicién de membranas
mucosas o piel lastimada a gotitas infecciosas y la autoinoculacién. Todas las
manipulaciones de materiales de diagnoéstico potencialmente infecciosos, cepas
puras y animales infectados en forma natural o experimental, implican un alto
riesgo de exposicién e infeccién para el personal de laboratorio, la comunidad y
el medio ambiente. El aislamiento completo del personal de laboratorio de los
materiales infecciosos en aerosol se logra principalmente trabajando en una
CSB Clase III y en un traje de cuerpo entero, con provisiéon de aire y presién po-
sitiva. Por lo general, la instalacién del BSL4 es un edificio separado o una zona
totalmente aislada con sistemas de gestién de desechos y requisitos de ventila-
ci6én especializados y complejos para prevenir la liberacién de agentes viables al
medio ambiente.
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2.1. INTRODUCCION AL CULTIVO CELULAR

Se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento
de las células ‘in vitro’, manteniendo al maximo sus propiedades fisiolégicas, bioqui-
micas y genéticas.

Los experimentos que emplean cultivos celulares abarcan gran ntimero de disciplinas.
Se aplican, entre otros, al anélisis de la actividad y el flujo intracelulares, la genética, las
interacciones célula-medio y célula-célula.

Como ejemplo de areas de investigacion fuertemente dependientes de las técnicas de
cultivo celular se pueden mencionar:

Virologia: establecimiento de condiciones de cultivo de virus animales y produc-
cién de vacunas y antivirales.

Investigacién del Cancer

Inmunologia: produccién de anticuerpos monoclonales.

Ingenieria de proteinas: produccién de proteinas en lineas celulares: interferén,
insulina, hormona de crecimiento, etc.

Estudios de interaccion y sefializacion celular, diferenciacién y desarrollo: comprende
el estudio de los receptores y de las vias de transduccién de la sefial.
Aplicaciones diagnodsticas: analisis cromosémico de células crecidas a partir de
muestras de amniocentesis, deteccién de infecciones virales, ensayos de toxi-
cidad, etc.

Aplicaciones médicas: mantenimiento y produccién de tejidos para trasplante.

2.1.1. VENTAJAS DE LAS TECNICAS DE CULTIVO CELULAR

Permiten un control preciso y fino del medio ambiente: En un cultivo se pue-
den controlar todos los factores del medio: fisicoquimicos (pH, temperatura,
presién osmotica, niveles de 0, Co,, tensidén superficial), y fisiologicos (hormo-
nas, factores de crecimiento, densidad celular).

Caracterizaciéon y homogeneidad de la muestra: Las células en cultivo son
homogéneas, con morfologia y composicién uniformes. Se pueden obtener con
facilidad un ntimero elevado de réplicas idénticas, con lo que se supera el grave
problema de heterogeneidad de las muestras inherente asociado al uso de ani-
males de experimentacion.
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Economia: Suponen una economia en el uso de reactivos o drogas a estudiar
pues al realizarse en voltimenes reducidos y con un acceso directo de las células
ala droga, las concentraciones requeridas son mucho mas bajas que en un ani-
mal completo.

Motivaciones éticas: La investigacién biomédica supone el sacrificio cada aflo
de muchos miles de animales de experimentacién. El cultivo celular no puede
reemplazar siempre al ensayo ‘in vivo’ pero es una alternativa valida en muchas
situaciones. Incluso un cultivo celular primario permite realizar experimentos
que suponen el sacrificio de uno o pocos animales, pero con ellos se pueden
ensayar un niimero de condiciones experimentales que podrian suponer, si el
estudio se hiciera con animales de experimentacién, el sacrificio de decenas o
cientos.

2.1.2. DESVENTAJAS DE LAS TECNICAS DE CULTIVO CELULAR

Técnica sensible: El crecimiento de las células animales es mucho mas lento
que el de los contaminantes mas habituales (hongos, levaduras, bacterias, mi-
coplasmas).

Cantidad y costo: El costo de produccién de 1g de tejido en cultivo es méas de 10

veces superior al obtenido a partir de un animal.

Inestabilidad: Muchas de las lineas celulares continuas son inestables desde

un punto de vista genético, como consecuencia de la dotacién cromos6émica

aneuploide.

Validez del modelo ‘invitro: Cuando nos referimos a un cultivo celular nos es-

tamos refiriendo exactamente a un disgregado celular de un tejido de origen y

que se diferencia de éste en que:

« se ha perdido la organizacién espacial tridimensional propia del tejido.

« se han perdido las interacciones heterotipicas, entre los distintos tipos ce-
lulares, y entre las células y la matriz extracelular, lo que in vivo favorece la
diferenciacion celular.

« carece de los componentes sistémicos de regulacién, implicados en la regula-
cién de la homeostasis ‘in vivo’, especialmente los sistemas nervioso y endo-
crino.

Para subsanar esta desventaja se han desarrollado cultivos que permiten recrear mas fe-
hacientemente las condiciones naturales en las que se encuentra una célula, como son el
cultivo histotipico (1as células se reagrupan de manera de recrear una estructura tridimen-
sional similar a la del tejido, como por ejemplo la infiltracién en una matriz tridimensio-
nal de gel de colageno) y el cultivo organotipico: (similar al histotipico pero combinando
células de distintos linajes, como por ejemplo, queratinocitos en cultivo combinado con
fibroblastos).

2.2. TIPOS DE CULTIVOS DE TEJIDOS
- Cultivo de 6rganos: Implica que la arquitectura caracteristica del tejido ‘in vivo’ se
mantiene al menos en parte. Para ello, el 6rgano se mantiene en un medio del que obtie-
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ne los nutrientes y al que puede liberar los desechos y en el que mantiene su estructura
tridimensional, en general esférica. Este tipo de cultivo permite mantener los tipos celula-
res diferenciados y es por ello una buena réplica del tejido de origen, pero por el contrario
no permite su propagacién pues el crecimiento, de producirse, se limita a la periferia. La
imposibilidad de propagar obliga a partir en cada nuevo experimento de nuevo material
animal lo que conlleva a una elevada heterogeneidad.

- Explantes primarios: Fragmentos de tejidos o de 6rganos que se adhieren a una super-
ficie y en la que proliferan las células de la periferia del explante.

- Cultivo celular: Supone una disgregacion celular ya sea por medios enzimaticos o me-
canicos. La suspensién celular se puede cultivar como una monocapa adherente o en sus-
pension en el medio de cultivo. Este tipo de cultivo permite su propagacién, aumentando
notablemente la masa celular a lo largo de las generaciones. Como caracteristica negativa
se pierde la heterogeneidad celular de partida, la poblacién se hace uniforme y homogénea
al predominar en el cultivo aquellos tipos celulares que tienen superior tasa de crecimiento.

2.3.BIOLOGIA DE LA CELULA EN CULTIVO

Un cultivo primario es establecido directamente desde tejido tomado de un organismo.
Los cultivos secundarios son obtenidos por subcultivo de los cultivos primarios. Los culti-
vos celulares obtenidos por el proceso de subcultivar repetitivamente se denominan lineas
celulares.

En el proceso de establecimiento de un cultivo celular se seleccionan las células que cre-
ceran segiin numerosos criterios. Asi, sélo formaran el cultivo aquellas células que sean:
1- capaces de superar el proceso de disgregacion

2- capaces de proliferar en forma de monocapa o en suspension. (1° SELECCION)

Aqui se distinguen dos tipos de cultivos de células:

- Cultivos en monocapa: caracteristicos de células anclaje-dependiente, es decir, las células
necesitan adherirse al sustrato o soporte para iniciar la proliferacion.

- Cultivos en suspension: caracteristicos de células anclaje-independiente, siendo el modo
de proliferar de células sanguineas. Asimismo, las células transformadas (ver mas adelan-
te) tienen la capacidad de proliferar en estas condiciones.

Cuando se establece el cultivo se realiza una nueva seleccién (2° SELECCION): aumentan
en ntimero aquellas células que tienen una mayor tasa de crecimiento. Asi pues, se puede
considerar el cultivo como un ente dinidmico en el que las proporciones relativas de los
diferentes elementos que lo forman varian en el tiempo en funcién de la presién selectiva
ala que estén sometidos.

2.4.EVOLUCION DE UNA LINEA CELULAR ANCLAJE-DEPENDIENTE (Figura 2)
Los cultivos primarios de muchos tipos celulares son posibles porque las células pierden
algunas de sus propiedades de células diferenciadas, entre ellas la incapacidad de dividir-
se, y se convierten en células que mantienen tan so6lo algunas de las propiedades que las
caracterizaban. Esta pérdida de propiedades puede ser debida a:
- desdiferenciacion: implica una pérdida irreversible de una propiedad diferencial
del tipo celular (por ejemplo, un hepatocito en cultivo pierde sus enzimas carac-
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teristicas, no puede almacenar glucégeno, ni sintetizar las proteinas del suero).
- desadaptacion: implica que la caracteristica especializada perdida no es irrever-
sible sino como consecuencia de la pérdida de la sefial (por ejemplo, externa,
hormonal, nerviosa) y que basta con recuperar la sefial para que se re-exprese tal
caracteristica (por ejemplo, los hepatocitos de rata pueden re-expresar tirosina
aminotransferasa en presencia de ciertas hormonas, como insulina e hidrocor-
tisona, cuando crecen sobre una matriz de colageno).
En el momento en que las células comienzan a dividirse en la placa su nimero se incre-
menta. Una vez que se alcanza la confluencia (las células ocupan todo el espacio de la su-
pertficie disponible) las células expresan sus aspectos mas caracteristicos, y es en este es-
tado cuando el parecido morfolégico y fisioldgico es mayor al modelo celular de origen. Es
también el momento en el que se detiene el crecimiento y se hace necesario tomar algunas
de estas células y resembrar en una nueva placa o frasco. Para esto se realiza un tratamien-
to con Tripsina-EDTA, proteasa mas quelante de calcio, que permite romper y alterar las
uniones intercelulares y con la matriz extracelular.
El crecimiento de las células en cultivo primario prosigue a lo largo de una serie de genera-
ciones (pases, subcultivos o resiembra), cuyo ntimero es caracteristico de cada tipo celular
y condiciones del cultivo. De esta forma, los hepatocitos de adultos no se establecen mas
que como cultivo primario (no admite pases o subcultivos), mientras que las células endo-
teliales de cord6n umbilical humano (HUVEC) permanecen en cultivo de 3 a 9 pases, y los
fibroblastos dérmicos humanos pueden superar los 20 pases.
Es una observacién generalizada que después de la tercera resiembra, el cultivo se esta-
biliza y homogeneiza: el tipo celular de mayor tasa de crecimiento ha ocupado completamente
el cultivo desplazando a los otros tipos celulares. En general, si no se establecen condiciones
selectivas las células del tejido conjuntivo, especialmente fibroblastos, seran las seleccio-
nadas finalmente. Para evitar que las células més especializadas del cultivo se vean despla-
zadas de éste por los fibroblastos y otras células de rapido crecimiento, se han establecido
protocolos detallados de medios selectivos especificos.
Independientemente del niimero de resiembra que soporte el cultivo primario, al final en-
trari en una fase de senescencia, con acumulacién de numerosas anormalidades y pérdida
de funciones especializadas que conducen a la muerte del cultivo.
S6lo ocasionalmente un cultivo primario se mantiene durante mas generaciones de las
esperadas, debido a la aparicién en el cultivo de células inmortales. Estas células forman
lineas continuas. La razén de la inmortalizacién de estas células es en la mayor parte de los
casos desconocida, pero se incrementa la frecuencia de inmortalizacién mediante la intro-
duccién de genes virales oncogénicos o tratamientos con mutigenos, por lo que debe estar
relacionada con la pérdida, esponténea o inducida por el tratamiento, de las vias de control
celular relacionadas con la senescencia. En el fendmeno de inmortalizacion se observa:
- tasade crecimiento ilimitado (células inmortales).
- pérdida de los controles de senescencia.
- persistencia de algunos controles de la proliferacién celular.
- proliferacién anclaje dependiente.
- crecimiento en monocapa.
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Alteraciones posteriores de la regulaciéon de la proliferacién celular en las lineas continuas,
puede dar lugar a células transformadas. En el fenémeno de transformacioén observa:
- tasade crecimiento ilimitado (células inmortales).
- alteracién del control de proliferacién celular.
- pérdida de la inhibicién por contacto o densidad (crecimiento en multicapas).
- proliferacién anclaje independiente.
- células pueden asociarse con malignidad.

Linea celular

Cultivo continua
primario Linea celular
,,,,,,, > A
22 4 -

- s
- Inmortalizacién
20 4 -

18 4

-

16 4

14 -

12 4 Senescencia

y muerte

N° células
acumulativo
1° subcultivo

-
104
Intervalo de

8+ subcultivo

_—— - ———— -

N

64

6
Semanas

Figura 2: Evolucion de una linea celular anclaje-dependiente.

2.5. ELLABORATORIO DE CULTIVO CELULAR

La caracteristica principal que define al laboratorio de cultivo celular es el mantenimiento
de la asepsia. La tasa de crecimiento de las células en cultivo es inferior al de los contami-
nantes habituales (hongos, levaduras, bacterias y micoplasmas), y por ello, para el man-
tenimiento del cultivo sera vital evitar la aparicién en éste de cualquier microorganismo
indeseado.

El area de trabajo para realizar cultivos debe instalarse en una parte del laboratorio tran-
quila, alejada de las vias de paso y a ser posible dedicada exclusivamente al cultivo de célu-
las. La solucién ideal es disponer de una habitacién aislada.

La aparicién de cabinas de flujo laminar redujo las necesidades de aislamiento del area de
trabajo, pero aun asi es recomendable mantener un gradiente de esterilidad, desde el me-
dio exterior o laboratorio general al interior de las cabinas de flujo donde se manipularan
los cultivos y de 1a estufa donde se mantendran.
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2.5.1. INSTRUMENTACION DEL LABORATORIO DE CULTIVO CELULAR

Cabinas de seguridad bioldgica (CSB). (ver capitulo 1 item 3)

Incubadoras. Este equipamiento permite controlar 3 pardmetros de gran impor-

tancia:

« Control de la Temperatura: Las células en cultivo son capaces de soportar sin
dafos importantes variaciones de temperatura, siempre que estén por de-
bajo de la temperatura corporal del animal del que proceden. Asi, las células
humanas soportan incubaciones a 4°C durante dias y pueden ser congeladas
en nitrégeno liquidoa -196°C durante afios (con sustancias preservantes). Sin
embargo, no sobreviven méas de unas pocas horas a variaciones de 2°C por
encima de 37°C.

+ Control del CO, Las estufas contienen un dispositivo de inyeccién de una
mezcla de airey CO,, en la proporcion deseada, entre el 4 y el 7%.

« Control de la humedad ambiente: Para mantener el cultivo se requiere una hu-
medad ambiente elevada, a fin de reducir la evaporacién de agua del medio
de cultivo. En las incubadoras menos sofisticadas esto se consigue mediante
bandejas de agua en el fondo de 1a incubadora.

« Control de la recircularizacion de aire: Es importante una recirculacién del aire
en el interior de la incubadora, a fin de homogeneizar la temperatura en su
interior.

Instrumentos dpticos de observacion. E1 control morfolégico del cultivo se realiza
mediante el uso de un microscopio. El hecho de que las muestras a observar
se encuentren en recipientes de un cierto grosor hace que un microscopio con-
vencional no sea adecuado (por su pequena distancia frontal), por 1o que se han
desarrollado microscopios de disefio original, en los cuales la fuente de ilumina-
cién y los objetivos se encuentran invertidos respecto a la platina de un micros-
copio 6ptico convencional.

Congeladores e instalacion de criogenia. Es preciso el almacenamiento de solu-

ciones y células a diferentes temperaturas, para lo que se requiere: heladeras

(4°C), congeladores (-20°C y -80°C) y unidad de almacenamiento en nitrégeno

liquido (-196°C).

2.5.2. ELMEDIO DE CULTIVO
El cultivo celular se realiza en medios artificiales preparados mediante la mezcla de
componentes purificados o de soluciones organicas complejas, en el interior de ins-
trumentos que mantienen las condiciones fisicoquimicas adecuadas y sobre sopor-
tes o recipientes que los contienen y aislan del medio exterior. Por ello, considerare-
mos que el medio de cultivo estara formado por cuatro elementos:

2.5.2.1. EL SOPORTE O SUSTRATO DE CULTIVO. La mayor parte de las lineas ce-
lulares crecen en forma de monocapa unidas a un soporte méis o menos sélido. El
crecimiento en suspension estd usualmente restringido a algunas lineas celulares
especialmente las células hematopoyéticas.
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- Materiales usados como sustrato:

« Vidrio: escaso costoy facil de limpiar y esterilizar, pero ha sido desplazado por
el material desechable.

« Pldstico desechable: muy empleado en la actualidad como material desecha-
ble estéril por irradiacién. El plastico mas empleado es el poliestireno, de
buena calidad 6ptica. Debido a que este plastico es hidrofébico requiere un
tratamiento mediante irradiacién-gamma, quimico, o mediante descargas
eléctricas.

« Microsoportes: se trata de soportes plasticos en forma de pequefias esferas
(“beads”) a las que se unen las células dependientes de anclaje. Estas esferas
con las células adheridas se mantienen en suspension.

« Superficies tratadas: 1a adherencia y crecimiento de las células en un frasco
mejora en muchos casos si la superficie ha sido tratada con el medio de cre-
cimiento de otro cultivo (debido a la presencia de coldgeno o fibronectina
liberada por las células), o bien sobre superficies recubiertas de proteinas de
matriz extracelular (fibronectina, colageno, vitronectina, etc.) o sobre capas
feeders.

« Matrices tridimensionales: Son sustratos en los que las células penetran, es-
tableciendo una distribucién tridimensional: geles de colageno, esponja
de celulosa sola, o recubierta de coldgeno. En estas matrices muchos tipos
celulares crecen y se establecen de una manera anéloga al tejido de origen:
células epiteliales de mama se organizan en disposicién tubular, mientras
que las células del carcinoma de mama lo hacen de una forma mucho més
desordenada.

« Sustratos no adherentes (agar, agarosa, o methocell), las células anclaje-de-
pendiente no pueden adherirse y por ello, sirven para la seleccién de células
transformadas.

- Recipientes de cultivo. E]l material méas utilizado como sustrato es el pldstico des-
echable, en forma de diferentes tipos de recipientes. Los més comunes son:
 placas de Petri: Disponibles en distintos tamafios, son las més empleadas
cuando se trata de crecer las células para usar directamente en experimen-
tos.

« multiplacas: variante de las placas de Petri. Placas de varios pocillos, desde 6
a 96 pocillos.

« frascos de Roux: Disponibles en diferentes tamafios, son recomendables para
el mantenimiento de las lineas y la produccién de células, o bien para el cre-
cimiento de células en suspension

« “roller bottles™ Se trata de tubos, con una cara plana sobre la que se fija el
cultivo, y que se incuban en estufas dotadas de “roller”, se destinan a la pro-
duccién de gran ntimero de células para la produccién.

2.5.2.2. LA FASE GASEOSA. Mientras que las necesidades de oxigeno para la mayor
parte de los cultivos celulares son cubiertas con la tensién atmosférica, el didxido
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de carbono (CO,) juega un complejo papel en el medio debido a que influye sobre la
cantidad de CO, disuelto, el pH y la cantidad de iones HCO",. Las reacciones que
tienen lugar en el medio son:

H,0 + CO,<=>H,CO, <=>H"+ HCO, (1)

NaHCO, <=>Na" + HCO, (2)

El incremento de la concentracién de ién bicarbonato desplaza la ecuacién (1) hacia
la izquierda, de modo que el pH se establezca en 7.4.

De modo que para establecer un pH determinado se debe tener en cuenta especial-
mente los niveles de bicarbonato sédico y la tension de CO,. Sin embargo, en la ac-
tualidad, se emplean otras sustancias tampones (ej. HEPES) en la formulacién de
muchos medios, 1o que permite una estabilidad superior del pH en el medio, asi
como una mayor capacidad buffer.

2.5.2.3. PROPIEDADES QUIMICAS DEL MEDIO DE CULTIVO. Un medio definido
es aquel en el que se conocen todos y cada uno de los componentes que lo forman, y
la concentracién exacta en que se encuentran. Establecer un medio definido supo-
ne conocer con precision las necesidades nutritivas de las células en cuestion. Sin
embargo, para muchas lineas no se han llegado a establecer medios definidos. En
estos casos se usan medios complejos que son medios suplementados con solucio-
nes complejas (suero, extractos de embrion, etc.) en los que se encuentran factores
hormonales y nutritivos, imprescindibles para el mantenimiento del cultivo, pero
cuya naturaleza se desconoce. Estas soluciones complejas estan sujetas a variaciéon
de lote a lote.

La principal dificultad para el establecimiento de las lineas celulares es el de obte-

ner medios nutritivos adecuados que sean capaces de reemplazar al medio “natu-

ral”. Después de afios de investigacién en la composicién de los medios, 1a eleccién
de éstos sigue siendo empirica. Los principales medios empleados son:

- Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM). Se usa para cada casi todo tipo de
cultivos y requiere la adicion de suero (10%).

- R.PM.L 1640. Medio disefiado para el crecimiento de linfoblastos y lineas celu-
lares leucémicas en suspension.

- Medio MEM modificado por Dulbeco (DMEM). Contiene cuatro veces la con-
centracién de aminoécidos y vitaminas que el medio basal de Eagle (BME). Se
usa para la seleccion de hibridomas.

Todo medio de cultivo esta formado por los siguientes elementos:

- Soluciones salinas equilibradas: Mezcla de sales inorganicas, incluyendo
usualmente bicarbonato sédico y suplementada con glucosa.

- AminoAacidos: Es necesario suplementar el medio basal con los aminoécidos
esenciales. Asimismo, se suplementa con otros aminoacidos, pues los reque-
rimientos pueden variar de una célula a otra. Un suplemento comun es el de
glutamina 2 mM, aunque hay algunas lineas celulares que pueden usar el glu-
tamato.

- Vitaminas: El medio MEM sélo se suplementa con vitaminas del grupo B, sien-
do los demas grupos aportado por el suplemento de suero. En medios mas de-
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finidos se suplementan todas las vitaminas. Una concentracién de vitaminas

se manifiesta en la supervivencia de las células y en la reduccién de la tasa de

crecimiento mas que en la densidad celular.

- Glucosa: Es la fuente de energia en muchos medios.

- Otros suplementos organicos de bajo peso molecular: nucleésidos, interme-
diarios del ciclo de Krebs, piruvato, lipidos, etc.

- Hormonas y factores de crecimiento: En los medios no definidos, son apor-
tados por el suero que aporta proteinas (albtimina, fibronectina, globulinas,
transferrina, fetuina), factores de crecimiento, hormonas (insulina), nutrientes
y metabolitos (amino4cidos, glucosa, lipidos), y minerales (Fe, Cu, Zn). Los tipos
de suero empleados son suero de ternera, suero bovino fetal, suero de caballo y
suero humano. La utilizacién de suero, sin embargo, es problematica pues:

« apesarde quelacomposicién del suero es conocida, existen gran cantidad de
componentes presentes en cantidades variables en éste que pueden influir
notablemente en el cultivo.

« el suerovaria de lote a lote, y cada uno se puede emplear como maximo 1 afio.

- cada cambio de lote de suero requiere realizar controles tediosos y costosos.

« sisecultivan varios tipos celulares cada uno puede requerir un lote diferente.

 sisehan de purificar productos del medio de cultivo la presencia de los com-
ponentes del suero dificulta notablemente estos procesos.

« algunos factores séricos como el factor de crecimiento plaquetario estimula
la proliferacién de fibroblastos, 1o que puede ser un problema en el estableci-
miento de cultivos primarios especializados.

- Antibiéticos y antiftngicos: A fin de evitar el crecimiento de contaminantes
en el cultivo se suele suplementar éste con sustancias antibibticas de diferente
espectro de acciéon. La adicién de antibidticos ha de ser estrictamente contro-
lada para evitar efectos nocivos sobre el cultivo. Es importante tener especial
cuidado cuando se combinan dos o mas antibiéticos. Las mezclas de uso mas
comun son:

» Penicilina /Streptomicina: Combinacién antimicrobiana.

« Penicilina/Streptomicina/Fungizona: Combinacién antimicrobiana y an-
tifingica.

« Gentamicina: Antimicrobiano, conviene ir alternandose con la penicilina/
streptomicina.

« Amphotericina-B: Antiftingico.

2.5.2.4. PROPIEDADES FiSICAS DEL MEDIO DE CULTIVO

- Capacidad buffery pH. E1 pH 6ptimo de crecimiento para la mayoria de los tipos
celulares es de 7.4, aunque existen pequeilas variaciones. Algunas lineas nor-
males de fibroblastos crecen mejor entre pH 7.4 - 7.7, y células transformadas lo
hacen en el margen de pH de 7.0 - 7.4. El indicador de pH que se suele emplear es
rojo fenol, que presenta color rojo a pH 7.4, naranja a pH 7.0, amarillo a pH 6.5,
azul-rojo a pH 7.6 y ptrpura a pH 7.8.
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- Osmolaridad. Muchas células en cultivo tienen una amplia tolerancia frente a
la osmolaridad del medio, creciendo bien en el rango de 260-320 mOsm/Kkg, con
pequeiias variaciones dependiendo de la especie considerada. Es recomendable
emplear medios ligeramente hipoténicos para compensar la evaporaciéon duran-
te el periodo de incubacién, especialmente en incubadoras sin control de la hu-
medad ambiente.

- Temperatura. La temperatura tiene gran influencia en la tasa de crecimiento de
las células, de ahi la importancia de un buen control de ésta en la incubacién.

- Viscosidad. La viscosidad del medio viene determinada fundamentalmente por el
contenido en suero y tiene poca influencia sobre el crecimiento. Si es importante
para evitar el dafio celular en la agitacién del cultivo (menor dafio a mas viscosi-
dad) y en la tripsinizacién.

- Tension superficial. La tensién superficial se ha de mantener baja, y en general
solo se ve alterada por la aparicién de espumas en los cultivos en suspensién
donde se burbujea CO,, el riesgo de contaminacién aumenta si la espuma alcanza
el cuello del recipiente de cultivo.

2.6. CONTAMINACIONES
Un problema frecuente en el cultivo de tejidos en general es el de las contaminaciones. Las
células eucariotas en cultivo crecen lentamente, con tiempos de duplicacién superiores en
muchos casos a las 24 horas. Sin embargo, tanto las bacterias como las levaduras tienen
una tasa de crecimiento superior. Si se produce una contaminacion por estos organismos
pueden provocar la muerte del cultivo en poco tiempo. Para evitarlo se utilizan una serie de
técnicas de trabajo que suponen la maxima asepsia, asi como la esterilizacién del material
y el trabajo en ambientes estériles. Asimismo, se utilizan cOcteles de sustancias antimicro-
bianasy antiftngicas en el medio aunque en multitud de ocasiones no es posible usarlas o
bien no son suficientes para prevenir la aparicién de microorganismos.
Los medios de cultivo proporcionan un medio ideal para el crecimiento de los contaminan-
tes microbianos, y los procedimientos habituales de manipulacién (abertura de recipien-
tes, pipeteado, etc) son susceptibles de provocar contaminacién por bacterias, levaduras,
hongos filamentosos. Para evitar las contaminaciones por bacterias es necesario extremar
las condiciones de esterilidad y realizar una serie de controles sobre las soluciones y reci-
pientes a usar. Asi, es recomendable comprobar el estado de contaminacién de cualquier
tipo celular antes de introducirlo en las salas donde se trabaja con otros tipos celulares.
La fuente mas frecuente de contaminacién es la atmoésfera. Las precauciones por tomar
seran:

- trabajo en ambiente estéril, en una cabina de flujo laminar o en el 4rea de influen-

cia de un mechero bunsen.

- usar pipeteadores y pipetas automaéticos.

- mantener los recipientes abiertos tan poco tiempo como sea posible.

- todas las botellas de medio y de soluciones atemperadas en un bafio deben secar-

se cuidadosamente antes de usarlas.
- ante cualquier duda limpiar con alcohol 70%
- si se descubre un recipiente contaminado no se debe abrir. Si se han de tomar
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muestras para su analisis conviene hacerlo en ambiente estéril y después limpiar
cuidadosamente el area de trabajo y conectar la iluminacién UV.
De todas formas, no es facil reducir a una lista las precauciones a tomar y la tinica forma
de aprender es practicar bajo supervision.

2.7. CULTIVOS CELULARES DE MAYOR COMPLEJIDAD

Las células cultivadas en 3D se comportan de manera mas parecida a como lo hacen en sus
organismos de origen, por ello la informacién que se obtiene en los diferentes ensayos es
superior comparado con los cultivos en 2D o cultivo tradicional.

Actualmente se dispone de una amplia gama de matrices naturales o artificiales que fa-
cilitan el desarrollo de técnicas de cultivos 3D, las que permiten recrear la estructura del
tejido. Ver Matrices tridimensionales. Dentro de estos cultivos, y como sefialado al inicio
de este capitulo, se distinguen:

- Cultivo histotipico. Estos cultivos estan formados por un solo tipo celular que con-
sigue alcanzar una elevada densidad celular, donde las células se reagrupan para re-
crear una estructura tridimensional parecida al tejido original. Los mas utilizados
implican el uso de matrices como gel de colageno (matrigel).

- Cultivo organotipico. Estos cultivos se caracterizan porque constan de varios tipos
celulares que interaccionan entre si de una forma que intenta ser lo més similar
posible a la original. Este tipo de cultivos permiten el desarrollo “in vitro” de tejidos
completamente funcionales que podrian ser utilizados en injertos o en trasplantes.

Dentro de los mas utilizados en virologia se encuentra los cultivos epiteliales tipo raft (en
balsa), los que representan un abordaje novedoso para el estudio de los virus capaces de
infectar células epiteliales, dado que reproducen fielmente el proceso de diferenciacion
epitelial in vitro. Dichos cultivos pueden ser desarrollados a partir de queratinocitos prima-
rios normales, explantes de tejido epitelial o lineas celulares estables, permitiendo que las
células proliferen y se diferencian completamente en la interfase aire-liquido (grilla) sobre
un soporte que equivale a la dermis (componente dérmico). Los queratinocitos humanos
primarios normales se ordenan en forma estratificada y se diferencian totalmente en una
forma similar a los tejidos epiteliales escamosos, mientras que las lineas celulares trans-
formadas generan epitelios que presentan morfologias displasicas similares a las lesiones
neoplasicas que se observan in vivo (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del desarrollo de un cultivo organotipico RAFT.
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3.1. ETAPA PREANALITICA

La calidad analitica se inicia con la integridad de los componentes o propiedades de la
muestra biologica en el momento de su analisis. Aunque el proceso posterior, la fase ana-
litica, se realice de la manera mas correcta y controlada, seria absurdo presumir su calidad
cuando no se controla correctamente y en su totalidad en el proceso pre-analitico. Cuando
las muestras se envien a otros laboratorios para su analisis, se debera respetar las condi-
ciones de envio, fechas de procesamiento, envios de resultados, valores de referencia, etc.
Corresponde establecer un acuerdo de colaboracién con dicho laboratorio en el que figuren
los conceptos antes mencionados, las responsabilidades de cada parte, los datos de iden-
tificacién, la informacién clinica que proceda, los modos y tiempos maximos de envio y
transporte.

3.1.1. MUESTRAS PARA EL DIAGNOSTICO VIROLOGICO Y SU MONITOREO

Se deben tener en cuenta algunas consideraciones sobre las muestras a analizar:

- Muestra adecuada. Para obtener la muestra adecuada que serd utilizada en el ana-
lisis virologico, es necesario conocer la patogenia de cada enfermedad para deter-
minar en qué tipo de muestra biol6gica encontraremos una infeccién viral activa o
una respuesta inmunologica (serologica).

- Momento oportuno. Si bien existen variaciones, el periodo de incubacién de la ma-
yoria de las infecciones virales es de 7 dias. Luego de este periodo comienza la re-
plicacién activa del virus, que en general coincide con la aparicién de los sintomas
clinicos. Durante la Gltima etapa de los sintomas clinicos aparecen los anticuerpos
(Acs) especificos antivirales. Por ello, dependiendo del momento en que la muestra
clinica pueda ser recolectada, se podra realizar el diagnostico virol6gico mediante
la bisqueda del virus o de los Acs producidos por la respuesta inmune.

- Correcta conservacion y envio en caso de no ser analizada en el lugar de la toma.

- Adecuada realizacioén de los procedimientos diagndsticos.

Algunos ejemplos de muestras de eleccién para el estudio de infecciones virales se deta-
llan en la Tabla 1.
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Tabla 1: MUESTRAS DE ELECCION PARA EL ESTUDIO DE INFECCIONES VIRALES

MUESTRAS

Suero o plasma

AGENTES VIRALES

Virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1 (HIV-1), Virus de la hepatitis B
(HBV), Virus de la Hepatitis C (HCV).

Aspirado nasofaringeo (ANF)

Hisopado nasofaringeo (HNF)

Virus Influenza tipo A (Flu-A),

Virus Influenza tipo B (Flu-B), Virus
Parainfluenza tipo 1 (PIV1), Virus
Parainfluenza tipo 2 (PIV2), Virus
Parainfluenza tipo 3 (PIV3), Virus
Sincicial Respiratorio (RSV), Adenovirus
(ADV), SARS-CoOV-2.

Lavados bronquioalveolares

Citomegalovirus (CMV), Herpesvirus
Simplex tipo 1 (HSV-1), Virus Varicela
Zoster (VZV).

Raspado, hisopado o liquido vesicular de lesiones
cutdneas

HSV1, Herpesvirus Simplex tipo 2 (HSV-
2),VZV.

Hisopado o cepillado de lesiones genitales

HSV-2, Virus Papiloma Humano (HPV).

Células mononucleares de la sangre

CMV, HIV-L

Materia fecal e hisopados rectales

Rotavirus (RV), ADV grupo F.

Orina

CMV.

Liquido cefalorraquideo

HSV-1, HSV-2, CMV, Virus Epstein-
Barr (EBV), Enterovirus (EV), virus Zika
(ZIKV).

Muestras oculares

HSV-1, ADV.

Tejidos obtenidos en biopsias o autopsias

CMYV, EBV, Herpesvirus Humano tipo 8
(HHV-8).

Médula ésea

Parvovirus B19 (PV-B19).

3.1.2. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD Y CONFIABILIDAD
- Anamnesis: motivos del analisis solicitado, antecedentes del paciente.
- Toma de muestra: esterilidad del material, tipo de muestra, condiciones de con-
servacion de la muestra, correcto rotulado, fecha de obtencion.
- Muestreo: Es el proceso de fraccionamiento de una muestra clinica en dos o mas
tubos para enviar una misma muestra a diferentes laboratorios. Si este paso no
se realiza con cuidado se puede contaminar la muestra o cometer errores de ro-
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tulacidn, sobre todo cuando se realiza el muestreo de varias muestras clinicas al
mismo tiempo.

- Almacenamiento

- Transporte

3.1.3. CONSERVACION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

- Para cultivo viral: enviar en el medio de transporte adecuado, refrigerado a 4°C.

- Para estudios seroldgicos: pueden enviarse suero o plasma a temperatura ambien-
te si el envio es inmediato, a 4°C a los 1-2 dias, a -20°C a los meses, 0 a -70°C a los
anos.

- Para estudios de biologia molecular: generalmente se transportan a 4°C. No se debe
usar heparina en la obtencién de plasma porque inhibe la enzima Thermus aqua-
ticus (Taq) ADN- polimerasa utilizada en la mayoria de los ensayos de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Para cargas virales plasméticas (CVP), se debe
separar radpidamente el plasmay conservar a 4°C si se envia durante el dia o con-
gelar a -20°C (virus con genoma de ADN) o a -70°C (virus con genoma de ARN).
Remitir la muestra congelada y transportarla con hielo seco al laboratorio don-
de se realizara el diagnostico.

3.2. METODOS PARA EL DIAGNOSTICO VIROLOGICO
3.2.1. CLASIFICACION
El diagnéstico viroldgico, dependiendo del caso particular, puede determinar una in-
tervencidén terapéutica, definir el pronostico en la evolucién de un paciente o indicar
la necesidad de una vacunacién. Desde un punto de vista epidemiol6gico, sirve para
adoptar medidas de salud ptiblica en una comunidad.
Los métodos de diagndstico viroldgico se clasifican en 2 grandes grupos (Tabla 2):
- métodos directos: detectan la presencia del virus o sus componentes en muestras
clinicas:
« como agente infeccioso (aislamiento viral - sélo en laboratorios de referencia).
« como particula viral (microscopia electrénica - sélo en laboratorios de referencia).
« detectando antigenos virales (técnicas de inmunomarcacién)
« detectando dcidos nucleicos virales (métodos de hibridacién y de amplificacién)
- métodos indirectos: investigan la respuesta humoral (Acs) especifica del hospe-
dero:
« detectando la presencia de Inmunoglobulina M (IgM) especifica
« detectando la presencia de Inmunoglobulina G (IgG)especifica
« detectando la presencia de Inmunoglobulinas Totales (Igs)especificas
« detectando la avidez de las IgG especifica
« determinando conversion seroldgica (seroconversion)con muestras pareadas.

3.3.INDICADORES DE CALIDAD DE LOS METODOS

Es evidente que una prueba diagnoéstica es ideal cuando arroja resultados positivos en in-
dividuos enfermos y negativos en sanos. La validez de un ensayo indica el grado en que un
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ensayo diagnostico mide lo que se supone que debe medir de un ensayo y se cuantifica con
las proporciones clasicas de:

- Sensibilidad: es 1a probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfer-
mo (o infectado), es decir, 1a probabilidad de que en un sujeto enfermo la prueba
arroje un resultado positivo. Por lo tanto, es la capacidad del método para detectar la
enfermedad (o infeccion).

- Especificidad: es 1a probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano
(o no infectado), es decir, 1a probabilidad de que en un sujeto sano se obtenga un
resultado negativo. En otras palabras, es la capacidad para detectar a los individuos
sanos.

Tabla 2: CLASIFICACION DE METODOS DIAGNOSTICOS

METODOS DIRECTOS

- Cultivos celulares: Identificacién por Efecto
Citopatico (ECP), por métodos de inmunomarcacién,

Aislamiento viral® .2
meutralizacién, fijacién del complemento, etc.

Deteccion de particulasvirales” |- Microscopia electrénica

Deteccion de antigenosvirales - Métodos de inmunomarcacioén

- Métodos de hibridacion
- Métodos de amplificacién: PCR, RT-PCR, qPCR,
LAMP, RT-LAMP, RT-qLAMP,etc.

METODOS INDIRECTOS

- Conversion seroldgica: en muestras pareadas de
suero (periodo agudo y de convalecencia).

- IgM especifica: en muestra obtenida en periodo
Deteccion de Igs (anticuerpos) agudo o convalecencia temprana.

- IgG especifica: en muestra obtenida en periodo de
convalecencia.

Deteccion de genomasvirales

™Jsolo en laboratorios de referencia

Las pruebas orientadas al cribado o tamizaje (screening) deben tener una sensibilidad alta
de forma de asegurar la deteccién de todos los enfermos, a pesar de la presencia de algunos
falsos positivos, ya que no diagnosticar la enfermedad resulta peligroso para el paciente.
Por otro lado, si diagnosticar a un paciente equivocadamente (falso positivo) provoca gra-
ves consecuencias, o es importante descartar o confirmar la enfermedad antes del inicio de
un tratamiento se requerira el uso de una prueba con alta especificidad.
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Si bien, los conceptos de sensibilidad y especificidad permiten valorar la validez de una prueba
diagnéstica, carecen de utilidad en la prdctica clinica. Esto es porque proporcionan informa-
cibén acerca de cudl es la probabilidad de obtener un resultado concreto (positivo o negati-
vo) en funcién de la verdadera condicién del individuo con respecto a la enfermedad, pero
ya conociendo la condicién de enfermo o sano. Cuando a un paciente se le realiza alguna
prueba diagndstica, el médico carece de la informacion a priori sobre su verdadero diagnéstico. La
pregunta que se plantea seria: “ante un resultado positivo (0 negativo)en la prueba, scudl es la
probabilidad de que el paciente esté realmente enfermo (0 sano” Los indicadores de seguridad
de un ensayo responden a estos interrogantes y son:

- valor predictivo positivo (VPP): probabilidad de padecer la enfermedad si se obtuvo

un resultado positivo en la prueba diagnéstica.
- valor predictivo negativo (VPN): probabilidad de que un individuo con un resultado
negativo en la prueba esté realmente sano.

Estos indicadores son de gran utilidad a 1a hora de tomar decisiones clinicas y transmitir
a los pacientes informacion sobre su diagnostico. No obstante, presentan la limitacién
de que dependen en gran medida de la prevalencia de la enfermedad a diagnosticar en la
poblaciéon objeto de estudio. De esta manera, cuando la prevalencia de la enfermedad es
baja, un resultado negativo permitira descartar la enfermedad con mayor seguridad (VPN
alto), mientras que un resultado positivo no permitira confirmar el diagnostico (VPP bajo).
La repetibilidad (fiabilidad) evalta la variacién que se observa cuando el mismo operador
mide lo mismo muchas veces, usando el mismo sistema de medicién, bajo las mismas
condiciones (variacién causada por el dispositivo de medicion). Por otro lado, 1a reproduci-
bilidad es 1a variacién que se observa cuando diferentes operadores miden lo mismo muchas
veces, usando el mismo sistema de medicién, bajo las mismas condiciones (variacién cau-
sada por el sistema de medicion).
Supongamos que quiere evaluar si dos ensayos de similares caracteristicas (resultados di-
cotémicos: positivo / negativo) presentan discrepancias en los resultados. Entonces, para
evaluar sin las medidas obtenidas por el método cuya calidad se desea valorar concuerdan
con las obtenidas por otro método se realizan estudios de concordancia. Uno de los estadis-
ticos més utilizado es kappa de Cohen.

3.4.INDICADORES EPIDEMIOLOGICOS DE LOS METODOS

Estos indicadores se utilizan para estimar la magnitud y trascendencia de una situacién
determinada. Siempre deben estar referidos a la poblacién a partir de la cual se calculan, el
periodo de tiempo que representan, y el lugar geografico del cual proviene la informacioén.
Por ejemplo, se puede medir el impacto o los efectos de los programas de salud comparan-
do un mismo indicador epidemiolégico antes y después de la ejecucién de las actividades
de un programa determinado. Son ejemplos de indicadores epidemiolégicos:

- Incidencia: refleja el nimero de “nuevos casos” en un periodo de tiempo. Es un indi-
ce dindmico que requiere del seguimiento en el tiempo de la poblacién de interés.
Cuando la enfermedad es recurrente se suele referir a la primera aparicion. Se puede
medir con dos indices: incidencia aacumulada y densidad (o tasa) de incidencia.

- Prevalencia: Es la proporcién de individuos de una poblacién que presentan el even-
to en un dado momento o periodo de tiempo determinado. Por ejemplo, 1a preva-
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lencia de diabetes en Rosario en el afio 2001 es la proporcién de individuos de esa
ciudad que en el afio 2001 padecian la enfermedad.

3.5. CARACTERISTICAS DE LOS METODOS INDIRECTOS
3.5.1. ENSAYO DE ENZIMOINMUNOANALISIS (EIA)

Utiliza una enzima como marcador para mediar la formacién de complejos antige-

no-anticuerpo. Existen diversas variaciones (formatos) de EIA para detectar y cuan-

tificar antigenos o Acs, donde el marcador enzimatico utilizado se conjuga con un
ligando (Acs especificos contra el antigeno de interés o Acs secundarios contra los

Acs primarios). Casi todos los EIA son ensayos en fase sélida en los cuales se adsorbe

un Ac sobre un soporte sélido. Algunos de los protocolos se basan en reacciones de

enlace competitivo y otras en reacciones de enlace no competitivo, pero en todos los

EIA se requiere de un paso de lavado para eliminar el conjugado enzimatico libre an-

tes de proceder a determinar la cantidad de conjugado enziméatico enlazado. Para la

determinacion, se afiade un sustrato enzimaticoy se mide la reaccién catalitica entre
la enzimay el sustrato.

Los Acs utilizados pueden ser monoclonales o policlonales y pueden ser utilizados

como Acs primarios o secundarios. Los antigenos se purifican o se producen con tec-

nologia recombinante o de péptidos sintéticos, y al igual que los Acs, se utilizan como
conjugados marcados o enzimaticos.

Los EIA varian en los soportes utilizados, los agentes reveladores y el equipamiento

para detectar la sefial (quimioluminiscencia, electroquimioluminiscencia, etc).

- EIA INDIRECTO (Figura 4A): para la determinacién de Acs se recubre el pocillo
con el antigeno, y se aplica la muestra problema en la que se buscan los Acs. Luego
dellavado para eliminar el excedente no unido se agrega un Ac secundario anti-Ac
humano marcado (anti-IgG, anti-IgM, anti-Igs totales, etc.). Se realiza un segundo
lavado y se agrega el sustrato para observar el desarrollo de color.

- EIACOMPETITIVO INDIRECTO (Figura 4B): se recubre el pocillo con el antigeno
de interés; se aplica la muestra (en la que se buscan los Acs) y un Ac anti-antigeno
marcado (en defecto y de menor especificidad). Ambos Acs competiran por el an-
tigeno inmovilizado y después de un lavado que elimina el material no retenido
se aplica el sustrato. La ausencia de color indica la presencia del Ac especifico en
la muestra.

- EIA DE NEUTRALIZACION PARA LA DETERMINACION DE Acs (Figura 4C): se
recubre el pocillo con un primer Ac anti-antigeno. Se incuba la muestra proble-
ma junto al antigeno sintético y a un Ac anti-antigeno marcado. Después de un
lavado que elimina el material no retenido se agrega el sustrato. En caso de que la
muestra problema contenga los Acs especificos, éstos neutralizaran al antigeno,
impidiendo que sea capturado por los Acs de la fase sélida y como consecuencia
no dejaran que el Ac marcado reconozca el antigeno. Por lo tanto, la ausencia de
color indica que la muestra es reactiva para el Ac estudiado.

- ENSAYOS DE EIA DE CAPTURA DE IgM (Figura 4D): Los pocillos de la micro-
placa se recubren con un Ac anti-IgM (especifico contra la porcién Fc de las IgM
monomeéricas, del pool de las IgM totales). En la primera incubacién se capturan
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todas las IgM presentes en la muestra. Luego del lavado se agrega el antigeno es-
pecifico y un Ac secundario anti-antigeno marcado. Se realiza un segundo lavado
para eliminar todos los excedentes y se agrega el sustrato para observar el desa-
rrollo de color.
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Figura 4. Representacion esquematica de EIA indirecto (A), EIA directo (B),
EIA competitivo indirecto (C) y EIA de neutralizacién para determinacién de Acs (D)

3.5.2. INMUNOCROMATOGRAFIA O ENSAYO DE FLUJO LATERAL

Esuna técnica ampliamente utilizada por su simplicidad y rapidez. Est4 conformada
por una tira de nitrocelulosa y distintas almohadillas porosas ensambladas en un
cassette plastico (Figura 5). La muestra a determinar se agrega en la zona de conju-
gado, que posee Ac especificos contra el antigeno viral y un reactivo de deteccién. En
presencia del antigeno en la muestra, el complejo Ag-Ac migrara por la membrana de
nitrocelulosa. En la zona de captura se encuentra la “linea de prueba”. Alli un segun-
do Ac especifico se une a un epitope diferente del antigeno viral, captura el complejo
quedando retenido y formando un precipitado coloreado. La “linea control” contiene
otro tipo de Ac inmovilizado que reconoce al primer Ac y forma un precipitado co-
loreado, esté o no unido al antigeno viral. Esta linea asegura que haya ocurrido la
correcta migracién de la muestra por la membrana.La implementacion de esta tec-
nologia esta pensada para el diagnostico en el punto de atencién (Point-of-Care Tes-
ting) o para laboratorios de baja complejidad, debido a que, si bien requiere personal
profesional, el grado de especializacién es minimo.
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Figura 5. Componentes del inmunoensayo de flujo lateral (Lomonte B, 2020)

3.5.3. ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Estos ensayos presentan un fundamento similar al EIA, pero los Acs policlonales o
monoclonales estdn conjugados con una molécula fluorescente (fluorocromo). Los
fluorocromos emiten luz de una determinada longitud de onda luego de ser excitados
por un haz de luz de longitud de onda menor. Cada fluorocromo es capaz de emitir luz
dentro de un determinado espectro de longitud de onda. El fluorocromo maés utiliza-
do es el Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) que emite en la gama del verde.

La INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) permite la deteccién de Acs especifi-
cos (IgG, IgA e IgM, totales) presentes en el suero del paciente mediante la incuba-
cién del suero del paciente con células infectadas o transfectadas que expresan el/
los antigenos virales y que se encuentran fijadas a un portaobjetos. El revelado se
realiza mediante la incubacién con un Ac anti-Fc de las Igs humanas conjugado con
un fluorocromo. Luego se realiza la observacién de las células al microscopio de fluo-
rescencia (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la IFI
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3.5.4. ENSAYOS DE WESTERN BLOT E INMUNOBLOT

Son técnicas suplementarias que se utilizan habitualmente para el diagnostico de

una infeccion viral. Estos métodos se comercializan como tiras de nitrocelulosa o

nylon que contienen las proteinas virales fijadas que se incuban con el suero del

paciente en busca de Ac especificos.

- WESTERN BLOT: se emplea como prueba suplementaria para la deteccién de Acs
para el diagnoéstico del HIV en el suero de pacientes con serologia positiva deter-
minada por técnicas de tamizaje (EIA por ejemplo). Las tiras poseen antigenos
de HIV, separados por peso molecular, obtenidos de cultivo viral. Luego de su incu-
bacién con el suero del paciente, los Acs especificos contra las proteinas virales
quedaran fijados en las mismas. El revelado se realiza mediante la incubacién
posterior de las tiras con Acs anti-IgG humano conjugados a fosfatasa alcalina.
En este caso se utiliza como revelador un reactivo que precipita sobre las tiras
observandose una banda en el sitio de reaccion.

- INMUNOBLOT: conocidas con las siglas LIA (por sus siglas en inglés Linear Im-
mune Assay) o RIBA (por sus siglas en inglés Recombinant Immuno Blotting Assay),
son comUnmente utilizadas, al igual que el Western Blot, en la deteccién de Acs
especificos. En este caso, las proteinas virales fijadas sobre tiras de nitrocelulosa
son recombinantes o sintéticas, siendo dispensadas de forma individual en la
tira en diferentes posiciones.

3.6. CARACTERISTICAS DE LOS METODOS DIRECTOS
3.6.1. AISLAMIENTO VIRAL

El aislamiento e identificacién por cultivo celular es la metodologia “gold standard

para la deteccién de virus. Estas técnicas dependen de la seleccién de distintos pa-

rametros:

- Seleccion delalinea celular: una variedad de lineas celulares puede ser usadas
para los aislamientos virales y 1a eleccion de la linea celular depende de 1a sen-
sibilidad de las células a la particula viral (susceptibilidad), distincién del efecto
citopatico producido en esas células, caracteristicas del crecimiento celular y
mantenimiento del cultivo. Cuando los especimenes son inoculados, el cultivo
celular deberia estar en fase exponencial de crecimiento, y libre de contaminan-
tes.

- Inoculacion de la linea celular: 1as muestras que llegan al laboratorio para ais-
lamiento deben ser previamente procesadas antes de ser inoculadas al cultivo. En
general esto incluye pasos de agitacion o filtracién. Para su inoculacién, se debe
retirar el medio de cultivo del frasco a utilizar y entonces se adiciona la muestra
diluida en medio de cultivo sin suero. El frasco con el cultivo inoculado se incuba
1-2 horas a 35-37°C en agitacién suave para promover la adsorcién del virus a la
célula. Posteriormente, se agrega medio de cultivo suplementado y se incuba en
estufa gaseada a 37°C durante un periodo variable seglin el virus en estudio de
7 a 30 dias. Durante este tiempo, el medio de cultivo debe ser reemplazado si se
observan cambios drasticos de pH.

”
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- Deteccion de la infeccion viral: se puede realizar por distintos métodos:

Efecto citopdtico (ECP): muchos virus producen cambios degenerativos en las
células cuando replican en un cultivo de células susceptibles y permisivas,
produciendo alteraciones morfoldgicas que en su conjunto se denominan
“Efecto citopatico”. La mayoria de los virus comtinmente aislados en el labo-
ratorio producen ECP visible microscépicamente, siendo ésta la técnica de
eleccibén para el reconocimiento de infeccion viral de las células. Sin embar-
g0, el desarrollo de ECP permite reconocer que se ha aislado un virus, sin po-
der afirmar de qué virus se trata. El ECP sirve solamente para orientar debido
a que distintos virus pueden desarrollar ECP de caracteristicas similares. La
identificacién del virus aislado generalmente se realiza por procedimientos
inmunoquimicos. Algunos de los términos usados para describir distintos
ECP incluyen citoplasma vacuolado (presencia de regiones tipo burbuja en
el citoplasma celular), sincicio (fusién de células en una masa multinuclea-
da denominada célula gigante, conteniendo entre 2-100 nfcleos, ej: RSV) y
degeneracion granular (el citoplasma se vuelve algo retractil y adquiere la
apariencia de suciedad).

Hemaglutinacion: durante la replicacibén, virus respiratorios como virus
influenza o virus parainfluenza producen hemaglutininas que se insertan
en la membrana plasmatica de la célula infectada. Como estas proteinas se
unen a eritrocitos, las células infectadas pueden identificarse usando esta
propiedad, mediante la observacién de cadenas, rosetas o agrupaciones de
eritrocitos.

Recuentodeplacas: E1 ECP para virus liticos puede ser detectado macroscopi-
camente mediante el ensayo de formacién de placas en cultivos de monoca-
pas bajo un medio semi-sélido (por ejemplo, agarosa). Cada virién se replica
y produce un foco, placa o clon de células infectadas. Dicha placa presenta
diferente tincién con respecto a las células no infectadas. Por ejemplo, las
placas no toman el colorante Rojo Neutro, y entonces aparecen como man-
chas claras contra un fondo rojo oscuro. Las placas se cuentan visualmentey
se puede conocer asi, el titulo viral del inéculo. Este método se conoce como
el método de cuantificacién viral mediante el recuento de las unidades for-
madoras de placas (UFP).

Deteccion de Antigenos virales mediante inmunofluorescencia directa: En el
caso de deteccion de antigenos virales, se utiliza un anticuerpo especifico
antiviral (por lo general IgG) a cuya fraccién Fc se ha conjugado una molécu-
la marcada (por lo general, FITC), para visualizar la reaccién, utilizando un
microscopio de fluorescencia. Esta técnica, ademas de utilizarse para una
identificacién rapida del virus directamente sobre la muestra (por ejemplo:
células eluidas de un lavado nasal, o de un aspirado nasofaringeo), se la pue-
de emplear para la confirmacién del ECP observado en cultivos celulares.
Con el progreso del uso de cultivo celular para el aislamiento de virus (cultivo
viral) se desarrollaron técnicas que pudiesen disminuir los largos periodos
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de incubacién necesarios para el desarrollo de efecto visible en el cultivo por
parte del virus (por ejemplo, ECP). De esta manera se idearon cultivos mejo-
rados por medio de centrifugacién denominados cultivo rdpido o Shell Vial.
Estos tipos de cultivos son tubos de vidrio cortos de base plana en cuya base
interna se coloca un cubreobjeto circular de 12 mm de didmetro sobre el cual
se crece un cultivo celular. La monocapa desarrollada en el cubreobjeto es
inoculada por la muestra y se centrifuga a alta velocidad durante 30 minutos
con el fin de favorecer la infeccion viral de las células. Se adiciona medio de
cultivoy se incuba a 35 - 37°C durante 1 - 5 dias (dependiendo del tipo de virus
a aislar). Posteriormente, se retira el cubreobjeto, se coloca sobre un portaob-
jeto y las células son fijadas con acetona en frio. Sobre las células fijadas se
realiza una tincién con anticuerpos especificos del virus que se quiera iden-
tificar, conjugados con FITC, y se observa al microscopio de fluorescencia

(Figura 7).

Inocular
la muestra

Cubreobjeto circular con
cultivo celular en monocapa
en el fondo del vial

Centrifugar para favorecer la
infeccion de las células

Incubar a 37°C durante1a 5
dias dependiendo del virus

Tefiir con Acs monoclonales
especificos marcados con FITC

P —— - - Montar el cubreobjeto

1 sobre un portaobjeto

Observacion en microscopio de fluorescencia

Figura 7. Esquema de cultivo viral rapido (Shell vial).
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DETECCION DE PARTICULAS VIRALES

La microscopia electrénica (ME) diagnostica de virus se utiliza en enfermedades in-
fecciosas humanas después de que otros métodos hayan fallado. Proporciona una
“visién abierta” de la muestra sin la necesidad de sondas especificas, como anticuer-
pos o acidos nucleicos. En los ltimos afios, el papel de la ME en el diagnostico de
infecciones virales ha pasado a ser una prueba de deteccién inicial para la identifica-
cién de agentes infecciosos desconocidos en brotes particulares o grupos de transmi-
sion viral. Ademas, tiene la ventaja de poder identificar potencialmente infecciones
multiples causadas por mas de un virus, que podrian pasar desapercibidas con las
pruebas moleculares o de antigenos. Adema4s, la naturaleza de las muestras a anali-
zar puede ser diversa, desde fluidos corporales o biopsias analizadas directamente o
después del cultivo celular.

ENSAYOS PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES

Se realiza a través de multiples técnicas de inmunoanalisis, las cuales se basan en la
especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo. En todas estas técnicas es necesa-
rio conocer el antigeno a detectar, de manera de definir el anticuerpo especifico para
dicho fin. La denominacién de las técnicas de inmunoanalisis se basa en el tipo de
marcador utilizado para evidenciar la unién del anticuerpo con el antigeno.

En la inmunofluorescencia Directa (IFD) se realiza la inmunotincién de los antigenos
virales presentes en el citoplasma, nticleo o membrana celular de células infectadas
provenientes del paciente (por ejemplo, células provenientes de un aspirado naso-
faringeo). El revelado se realiza mediante la incubacion de Acs especificos contra el
virus conjugado con un fluorocromo. Luego se realiza la observacion de las células al
microscopio de fluorescencia (Figura 8A).

En el EIA de captura de antigeno o EIA directo el soporte s6lido se recubre con un pri-
mer anticuerpo anti-antigeno y se aplica la muestra problema en la que se encuentra
el antigeno, que sera retenido en el soporte al ser reconocido por el primer anticuer-
po. Después de un lavado que elimina el material no retenido se aplica una solucién
con un segundo anticuerpo anti-antigeno conjugado a una enzima que al reaccionar
con un sustrato produce un producto coloreado visible. Asi pues, cada molécula de
antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anti-
cuerpo que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido a
la amplificacion de seflal que permite el segundo anticuerpo (Figura 8B).

K
o Conjugado
Conjugado
(Anticuerpo marcado (Ac marcado
con FITC) L con
peroxidasa) Sashals
Antigeno us!
(Muestra) s
—meam ¢ — . @ == —) ¢ =)
Incubacion Incubacion Incubacién ' Incubacién
ylavado ¥ lavado ylavado
Muestra (antigeno) fijada desarrolio de
en pocillo de la impronta e color
fase
sélida

Figura 8. Métodos directos inmunoenzimaticos.
A: Inmunofluorescencia directa. B: EIA directo.
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Otras técnicas de inmunoanalisis se basan en la simple aglutinacién que ocurre al
unirse el antigeno con el anticuerpo, formandose grandes complejos que sedimen-
tan. Esta sedimentacion es facilmente visible, por lo que la técnica es rapida y sen-
cilla. Por otro lado, la inmunocromatografia se basa en la detecciéon del complejo
antigeno-anticuerpo sobre una membrana de nitrocelulosa. La muestra se hace mi-
grar por capilaridad sobre esta membrana, la que tiene los anticuerpos antivirales
especificos fijados y que evidenciaran la unioén del antigeno mediante una banda de
color oscuro. Ambas pruebas requieren minima infraestructura y pueden estar dis-
ponibles en cualquier centro de salud.

3.6.4. ENSAYOS PARA LA DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS VIRALES (METODOS

MOLECULARES)
Durante las Gltimas décadas la tecnologia para la deteccién de acidos nucleicos vi-
rales ha experimentado un enorme impulso, con el desarrollo de reactivos estanda-
rizados y la disponibilidad de métodos comerciales de elevada sensibilidad y especi-
ficidad. Los métodos moleculares de diagnéstico amplifican segmentos especificos
de 4cidos nucleicos virales (ADNV o ARNV). Es por ello, que son susceptibles a conta-
minaciones con secuencias previamente amplificadas (carry-over). Cada ciclo de am-
plificacién genera un gran niimero de copias de ADN/ARN, donde muchas veces se
pueden llegar a producir aerosoles que contienen hasta 20.000 copias en una tinica
gota. De esta forma, el disefio y equipamiento del laboratorio sirve para minimizar el
riesgo de contaminacién, siendo necesario separar fisicamente las diferentes partes
del proceso y disponer los espacios de manera que haya un flujo de trabajo unidirec-
cional. Esta separacion consta idealmente de 3 espacios diferentes que son:
- lasala de preparacion de reactivos (pre-PCR)
- lasala de preparacién de muestras
- lasala de amplificacién y deteccién (post-PCR).
Es importante considerar que el flujo de trabajo debe ser siempre unidireccional (Pre
PCR - Preparacién de la muestra - Post PCR) y nunca se debe llevar ningiin material
o equipamiento en forma inversa. Es sumamente importante que cada 4rea tenga su
propio equipamiento y consumibles.
En los métodos moleculares de hibridacion se emplean sondas de ADN o ARN para
la deteccién de secuencias virales. Para ello, es primeramente se separan las 2 ca-
denas de acidos nucleicos mediante elevacién de la temperatura por encima de la
temperatura de fusiéon (Tm) o con tratamiento alcalino. Posteriormente, mediante la
disminucién de la temperatura se logra la hibridacién de las hebras complementa-
rias. La estabilidad de los diiplex formados depende de las interacciones hidrofébicas
entre las bases apiladas y de los puentes de hidrégeno entre las purinas y pirimidinas
complementarias de las dos cadenas (3 puentes de hidrégeno entre C:G, y dos entre
A:Ty A:U). La deteccién habitual de este hibrido es mediante el uso de una de las ca-
denas (o sonda) marcada (molécula fluorescente, enzima, biotina, etc). Los ejemplos
mAs comunes son:
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- DOTBLOT:el ADN o ARN proveniente de la muestra es sembrado sobre un filtro
de nitrocelulosa o nylon y fijado mediante calor o radiacién ultravioleta de forma
que quede un punto de unos 5 mm?2 El ADN (SOUTHERN BLOT) o ARN (NOR-
THERN BLOT) de una muestra puede ser también separado mediante la técnica
de electroforesis en gel. Estos fragmentos se transfieren y se fijan posteriormente
amembranas de nitrocelulosa o nylon. Las sondas se fabrican mediante técnicas
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que permiten la incorporacién de
nucle6tidos radiactivos (sonda radiactiva) o nucleétidos con marcas como bioti-
na o fluoresceina (sondas no radiactivas). También se utilizan oligonucle6tidos
sintéticos marcados para la deteccién de genomas virales.

- CAPTURA HIBRIDA: técnica cualitativa utilizada comtinmente para el diagnos-
tico del HPV. En este ensayo la muestra clinica es sometida a desnaturalizacién
y posterior hibridacién con una mezcla de sondas de ARN. Si la muestra conte-
nia HPV se formaran moléculas hibridas ADN-ARN las cuales son capturadas en
los pocillos de una microplaca por un Ac que reconoce estos duplex. Luego son
detectados por un segundo Ac que produce una reacciéon quimioluminiscente.

En los métodos moleculares de amplificacion se emplean oligonuclebtidos (cebado-
res) y enzimas especificas para la creacién o formacién de miltiples copias de un
segmento génico. Las principales ventajas de estos métodos son su rapidez (posi-
bilidad de obtener resultados en pocas horas), sensibilidad (pueden detectar pocos
genomas virales) y especificidad (capacidad de discriminar distintas variantes de un
mismo virus). Los métodos de amplificaciéon pueden clasificarse en:

- AMPLIFICACION NO ISOTERMICA: PCRYy sus variantes: retrotranscripcion se-
guida de PCR (RT-PCR), PCR multiplex, PCR anidada o nested, PCR en tiempo real
(gPCR), RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR), etc.

- AMPLIFICACION ISOTERMICA: Amplificacién isotérmica mediada por bucle
(LAMP), amplificacién mediada por transcripcién (TMA), etc

Independientemente de la tecnologia utilizada, los métodos de amplificacién cons-
tan de 3 etapas:
PREPARACION DE LA MUESTRA: incluye la liberacién y concentracién del 4cido nu-
cleico presente en la muestra y la eliminacién de eventuales inhibidores de la am-
plificacién (grupos hemo, heparina, detergentes i6nicos, etc). La frase referida a las
técnicas de amplificacién “pueden detectar una tinica molécula en solucion en una pileta
olimpica” es veridica si la reaccién esti optimizada, pero atin queda el problema de
transferir todo el contenido de la pileta a un tubo de reaccién. La intencién de au-
mentar la sensibilidad del ensayo aumentando el volumen de la muestra puede sert-
vir en algunas determinaciones, pero no en otras. Algunas muestras clinicas presen-
tan inhibidores que no son eliminados en el proceso de preparacion, por lo cual el
aumento del volumen o la concentracién de la muestra provocan también el aumen-
to de los inhibidores, con la consecuente aparicién de resultados falsos negativos.

« AMPLIFICACION: esta etapa depende del criterio en la eleccién de cebadores y
sondas, y del perfil térmico adecuado. Debe cumplir con los requisitos anali-
ticos 6ptimos de la reaccidn (eficiencia, limite de deteccién, reproducibilidad,
especificidad, etc).
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« DETECCION: depender4 de la presencia inicial de la secuencia blanco para su
visualizacion (gel de agarosa, hibridacién a una sonda especifica en fase liquida
0 s6lida, etc).

Para asegurar un resultado obtenido por estos ensayos moleculares, dada las dife-
rentes plataformas de amplificacién (equipos de PCR) y marcas de reactivos, se re-
quiere incorporar en cada anéalisis de muestras los siguientes controles:

Control positivo (CP): permite controlar el proceso de amplificacién de la secuen-
cia blanco. Puede usarse la secuencia especifica que se quiere detectar clonada
en un plasmido o una muestra positiva para el microorganismo a analizar.
Control negativo (CN): mediante una muestra libre de las secuencias blanco (cé-
lulas no infectadas con el virus que se esta analizando) permite controlar la es-
pecificidad de la reaccién. El 4cido nucleico del CN debe haber sido obtenido con
el mismo procedimiento e iguales condiciones que los utilizados para preparar
las muestras clinicas.
Control de reactivos (CR): permite verificar eventuales contaminaciones de los
reactivos utilizados en la reaccién con productos amplificados previamente (ca-
rry-over). Se reemplaza el volumen de acido nucleico purificado con H,O calidad
tipo I o el buffer que se utiliz6 para eluir las muestras (Buffer TE) después de la
purificacion de los acidos nucleicos.
Control enddgeno (CE): permite verificar la calidad e idoneidad de la muestra me-
diante la deteccién de secuencias genémicas del hospedero distintas del blanco
(3-globina, HLA, citocromo C, etc.) simultdneamente con las secuencias blanco
si los perfiles térmicos y las condiciones de amplificacién de estas secuencias
son similares.
Control interno (CI): es una secuencia conocida de ADN/ARN distinta a la se-
cuencia blanco, que se afiade a la muestra clinica y se purifica y co-amplifica jun-
to a la secuencia blanco. El CI permite asegurar que todo el proceso (purificacién
de los 4cidos nucleicos, amplificacién y deteccién) ha ocurrido correctamente,
descartando posibles fallas que puedan ocurrir como la falta de adicién de algin
reactivo o la presencia de inhibidores. Existen 2 formatos de CI:

- Competitivos: 1a secuencia blanco y el CI se amplifican con un mismo set de
cebadores, en el mismo tubo de reaccién y en las mismas condiciones. En
este caso la secuencia blanco y el CI difieren en la secuencia interna com-
prendida entre los cebadores para que puedan ser diferenciados.

- Nocompetitivo: 1a secuencia target y el CI se amplifican con diferentes pares
de cebadores. Son dos reacciones diferentes, con cinéticas distintas que de-
ben producirse en las mismas condiciones. Entre las desventajas que posee
este formato, podemos mencionar que la amplificacién del CI no refleja la
amplificacién de la secuencia blanco ya que se utilizan cebadores distintos;
al ser dos reacciones distintas, se debe optimizar bajo las mismas condicio-
nes. La principal ventaja es que se puede utilizar para diferentes ensayos en
el mismo laboratorio.
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3.6.4.1. PCR EN TIEMPO REAL (qPCR). En las tltimas décadas se han desarro-lla-
do innumerables aplicaciones de la PCR en microbiologia clinica, consolidandose
como un procedimiento realmente 1til en virologia, al ser una buena alternativa
a otros métodos. En la qPCR, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de
manera simultdnea en el mismo tubo cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior.
La sefial de fluorescencia se mide durante cada ciclo de amplificacién, pudiendo
relacionar la emision de fluorescencia producida en la reaccién con la cantidad de
amplicones formados. Para ello, los termocicladores convencionales incorporan un
lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir la fluorescencia emitida
en cada tubo donde se lleve a cabo la reaccién, o sea, en tiempo real. La quimica
empleada en la qPCR (Figura 9) se basa en el uso de:

- Agentes intercalantes: fluorocromos que aumentan notablemente la emisién
de fluorescencia cuando se unen al ADN de doble hélice. El mas empleado en
gPCR es el SYBR Green. El incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un
aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Este sistema de deteccion
tiene la ventaja de ser universal (no depende de la secuencia a amplificar), pero
su principal inconveniente es la baja especificidad dada su unién indistinta a
productos generados especificamente o dimeros de cebadores. De esta forma,
en reacciones de qPCR con agentes intercalantes la especificidad de la reaccién
viene determinada tinicamente por la seleccién cuidadosa de los cebadores para
disminuir el riesgo de formacién de dimeros. Cuando se utiliza esta quimica de
reaccibn, es necesario realizar un paso extra de post-qPCR que consiste en la
realizacién de un andlisis de la curva de fusion: mientras la temperatura aumen-
ta paulatinamente, el instrumento va midiendo fluorescencia; de esta forma el
ADN bicatenario se desnaturaliza y se vuelve monocatenario, lo que hace que el
agente intercalante se disocie de él y la fluorescencia disminuya. La variaciéon
en la pendiente de esta curva se representa como una funciéon de la temperatura
para obtener la curva de fusion. La temperatura de fusién de un amplicoén viene
dada por lalongitud de la secuencia y las bases que la componen. Idealmente, un
ensayo especifico deberia mostrar un solo pico de fusién, que se corresponde con
un producto de PCR especifico. Este andlisis nos permite determinar la presen-
cia de los dimeros de cebadores o de un producto de amplificacién no especifica.

- Sondas fluorescentes: son oligonucle6tidos que se hibridan especificamente a la
secuencia interna del producto amplificado otorgando especificidad a la reac-
cién, y reduciendo la probabilidad de detectar productos inespecificos o dimero
de cebadores. El sistema utiliza la transferencia de energia fluorescente median-
te resonancia (FRET) entre una molécula emisora de fluorescencia (fluorocromo)
y una molécula aceptora (extintor o quencher). Se distinguen distintos tipos de
sondas:

- Sondas de hidrélisis: son oligonucledtidos marcados con un fluorocromo do-
nador en el extremo 5 que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor
en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para
que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmen-
te proximas. Ademas, el espectro de emisién de la primera se ha de solapar
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con el espectro de absorcion de la segunda. Mientras la sonda esta intacta, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin embar-
go, durante la amplificacién de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accién de sin-
tesis, la Tag ADN-polimerasa, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5’ de la sonda, produciendo la liberacién del fluorocromo dona-
dor. Como donador y aceptor estan, ahora, espacialmente alejados, 1a fluores-
cencia emitida por el primero es captada por el lector.

Balizas moleculares (Molecular beacons): son sondas parecidas a las anterio-
res. Tienen una molécula donadora en el extremo 5’y una aceptora en el ex-
tremo 3’ pero, ademas, presentan una estructura secundaria en forma de ta-
llo-burbuja; en 1a secuencia de la estructura de burbuja reside la secuencia de
unién especifica con el ADN diana. Los extremos permanecen plegados cuan-
do la sonda no esta hibridada, lo que conlleva que donador y aceptor estan
muy cerca uno del otro. En esta conformacioén la fluorescencia emitida por el
donador es absorbida por el aceptor y no es captada por el lector del equipo.
Sin embargo, al hibridar con el ADN diana la sonda se abre, alejaAndose dona-
dor y aceptor, pudiendo ser detectada la fluorescencia emitida por el primero.
Sondas FRET: el sistema se compone de dos sondas que se unen a secuencias
adyacentes del ADN diana. Una de las sondas lleva un donador en el extremo
3’y la otra un aceptor en el extremo 5. Cuando las sondas estan hibridadas,
los dos fluorocromos estan préximos. Al ser excitado, el donador transfiere
su energia al aceptor que, a su vez, emite la fluorescencia que detecta el lector
del equipo.

Agente intercalante sondas FRET
‘ 4 oligo method 3 oligo method
g 2 probe ”
2 primers 2 probes | primer
o ® e g

sondas de hidrolisis Balizas moleculares
@ Quencher fluorophore

!ig, 2 © Reporter fluorophore
A @ Acceptor fluorophore
© Donor fluorophore
@ Quenched fluorophore
& DNA polymerase

<3 Light-emitting fluorescent
fluorophore

Figura 9. Esquema de los distintos tipos de quimica de reaccién.
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En todos estos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con
un aumento de hibridacién de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma
proporcion de fluorescencia emitida. El empleo de sondas garantiza la especificidad
de la deteccién y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.

La primera gran ventaja de la qPCR es su rapidez, puesto que no se necesita ningin
proceso adicional de deteccidén, y por ello estos equipos se pueden rentabilizar al
maximo, permitiendo un flujo mucho mayor de muestras y de ensayos. Otra ventaja
muy importante de la qPCR es que al utilizar sistemas cerrados, el riesgo de conta-
minacién disminuye de forma muy importante.

Los sistemas a tiempo real permiten cuantificar la concentracién inicial de 4cido
nucleico presente en las muestras de manera mucho mas sencilla, mas precisay so-
bre todo en un rango dindmico mucho mayor (5 - 6 log, ) que en los procedimientos
convencionales (2 - 4 1og, ). Asimismo, la determinacion de mutaciones puntuales
que pueden estar relacionadas con resistencias a medicamentos antimicrobianos
o con factores de virulencia, es mucho mas ficil. Los equipos para qPCR tienen una
capacidad muy elevada ya que en el mismo instrumento se pueden llevar a cabo
ensayos cualitativos, cuantitativos, determinacién de mutaciones, PCR multiplex,
etc., mientras que para los procedimientos convencionales se requieren multiples
equipos.

3.6.4.2. AMPLIFICACION ISOTERMICA MEDIADA POR BUCLE (LAMP). Fue desa-
rrollada en el 2000 por Notomi y col, con el objetivo de tener un método de ampli-
ficacion alternativo a la PCR y que mantenga su sensibilidad y especificidad, pero
que pudiera ser utilizada fuera de los laboratorios de diagndstico y en los sitios de
atencién primaria (point-of-care), siendo rapidos, sensibles y precisos sin necesidad
de equipamiento de alta complejidad.

El ensayo involucra 2 tipos de reacciones de amplificacién de templados a partir de
una estructura de asa formada en el extremo terminal 3y la unién y elongacién de
nuevos cebadores de la regién de asa. Para ello, se emplean 2 pares de cebadores:

- primer par de cebadores que flanquean la regién de interés denominados F3 (ce-
bador externo sentido) y B3 (cebador externo antisentido)

- segundo par de cebadores que se denominan FIP (cebador interno sentido) y BIP
(cebador interno antisentido).

Estos 4 cebadores reconocen 6 regiones distintas en una regién genémica de inte-
rés (Figura 10). Los cebadores internos FIP y BIP estan constituidos por una regién
denominada Flcy Blc, respectivamente, seguido de un espaciador de timina (TTTT)
y la regién F2 o B2 que son complementarias a la regiéon F2c oB2c (localizadas en
la cadena complementaria). Los cebadores externos F3 y B3 son complementarios
a F3c y B3c en la secuencia blanco de amplificacién. Una modificacién de diseiio
original es la inclusién de un par de cebadores llamados Loop-primer-F y Loop-pri-
mer-B, que contienen secuencias complementarias entre las regiones F1y F2 /Bly
B2 donde se forma el asa, implicando un ntmero mayor de puntos de partida para
la sintesis del DNA, lo que se ve reflejado en la disminucién del tiempo de amplifi-
cacion.
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Figura 10. Disefio de los cebadores para LAMP.
Tomado de Tomita N, 2008.

El método utiliza la “Bst” DNA polimerasa termoestable proveniente del Bacillus
stearothermophilus. La Bst DNA polimerasa posee:

- actividad de helicasa para abrir la doble cadena de DNA

- actividad de exonucleasa 5-3'(carece de actividad de correccién exonucleasa 3™-5)
- actividad polimerasa con rango 6ptimo entre 60-65°C.

En la primera etapa de la reaccién de amplificacion, F2 del cebador FIP se alinea y
se une a la secuencia blanco quedando sin hibridar la secuencia Flc. Asi, la Bst DNA
polimerasa sintetiza una primera cadena desplazandola. El cebador F3 se alinea
en su secuencia complementaria y se sintetiza una nueva cadena, liberando la pri-
mera cadena sintetizada. En el extremo 3’ de la cadena recién liberada, el cebador
BIP sigue el mismo proceso que FIP (la secuencia B2 del cebador BIP se alinea en la
primera cadena liberada, la Bst DNA polimerasa sintetiza la cadenay B3 se alinea e
inicia la copia de la misma). Se libera una segunda cadena conteniendo las regiones
antisentido en los extremos, por lo que se alinean entre ellos formando la estructu-
ra de bucles en ambos extremos. Los cebadores contintian alinedndose con las re-
giones complementarias en la fase de amplificacién exponencial, donde se forman
repetidos invertidos de la secuencia blanco por extensién repetida, y las reacciones
de elongacion se repiten secuencialmente por la actividad de desplazamiento de
cadena a una temperatura constante, formando diferentes estructuras de manera
azarosa (Figura 11).
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Figura 11. Principio del método de LAMP. Paso inicial de produccién de la estructura: La
sintesis de ADN iniciada a partir de FIP se realiza de la siguiente manera. La regién F2 se
anexiona con la region F2c del ADN diana e inicia la elongacién. La amplificaciéon del ADN se
realiza con BIP de forma similar. El cebador F3 se anexiona con la regién F3c del ADN diana
y se produce la sintesis de ADN por desplazamiento de hebra. La hebra de ADN elongada a
partir de FIP se reemplazay se libera. La hebra monocatenaria liberada forma una estructura
de bucle en su extremo 5’ (estructura 4). La sintesis de ADN se realiza con el ADN monoca-
tenario como molde, y con BIP y el cebador B3, de la misma manera que se describi6 ante-
riormente, para generar la estructura 5, que posee la estructura de bucle en ambos extremos
(estructura en forma de mancuerna). Etapa de amplificacién ciclica: Utilizando la estructura
5 como molde, se inicia la sintesis de ADN autocebado desde la region F1 del extremo 3, y
la elongacién comienza con la hibridacién FIP con la cadena simple de la regiéon F2c en la
estructura de bucle. Tras varios pasos, se genera la estructura 7, complementaria de la estruc-
tura 5,y la estructura 5 se produce a partir de la estructura 8 en una reaccién similar a la que
se produjo a partir de las estructuras 5-7. También se producen estructuras mas alargadas.
Tomado de Tomita N, 2008.

3.7. PAUTAS PARA LA INTERPRETACION DE RESULTADOS DE ENSAYOS CUALITATIVOS
En los EIA colorimétricos cualitativos, en su formato de ensayo inmuno-absorbente ligado
a enzimas (ELISA), los resultados positivos y los negativos de una prueba se discriminan
mediante un valor de corte o cut-off.
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La eleccién del valor cut-off 6ptimo es crucial para equilibrar la sensibilidad (capacidad de
detectar verdaderos positivos) y la especificidad (capacidad de identificar correctamente
verdaderos negativos) en un ensayo en particular. Para su estimacién, se ensayan por tri-
plicado el CN de la prueba, y se calcula el promedio y desvio estandar (DE) de las lecturas
de absorbancia o densidad 6ptica (DO). De esta forma, para un nivel de confianza del 99, la
férmula seria:

valor cut-off = promedio [DO_,] + 3x DE [DO_,] %
El valor cut-off se puede hacer méas especifico lo cual reducira ligeramente la sensibilidad,
mediante el estudio de 2 poblaciones, una cohorte de pacientes infectados y otra cohorte
de pacientes normales, y graficando la distribucién normal de ambas (modelo de distribu-
cién bimodal de los resultados de ELISA para las muestras) mediante la identificacién de
desviaciones de la distribucién esperada de datos.
En los ensayos de electroquimioluminiscencia (ECLIA) cualitativos, para la interpretacién
de los resultados se utiliza 1a Relacion de positividad (Rp) o indice de punto de corte (COI) el
cual se basa en la relacién existente entre la sefial del ensayo y la sefial del punto de corte
(s/co). E1 COI se calcula automaticamente comparando la magnitud de la sefial de quimio-
luminiscencia de la muestra con el valor de punto de corte determinado por la calibracién.
En general, de acuerdo con la especificacion del fabricante, las muestras se definen como
reactivas si el COI es >1,0 y no reactivas cuando el COI es inferior a 0,9. Las muestras (0,9
< COI < 1,0) se definieron como casos indeterminados.
Cuando se tratan de técnicas inmunoenzimaticas en donde la lectura es por visualizacién
(microscépica o no) como por ejemplo las inmunofluorescencias, aglutinacién de parti-
culas, inmunocromatografias, hemaglutaciones, etc, se determina el resultado bimodal
(positivo o negativo) ante la presencia o ausencia de la sefial esperada (marcacion fluores-
cente, aglutinacién, aparicién de banda coloreada, etc.) por parte de un operador calificado
siguiendo las recomendaciones de cada Kkit.
Como se menciond anteriormente, los ensayos moleculares cualitativos de aplicacién
diagnostica requieren la incorporacién de una serie de controles que aseguran la confianza
del resultado obtenido para la muestra de un paciente. El formato méas extendido de estos
ensayos es el de la qPCR en donde el virus a detectar en la muestra se evidencia con una
curva de amplificacién la cual presenta un determinado valor de Ct (ntimero de ciclo en el
cual la curva de emision de fluorescencia atraviesa el valor umbral) el que es inversamente
proporcional a la cantidad de acido nucleico viral presente en la muestra. En general, una
muestra se considera DETECTABLE cuando el Ct obtenido es menor al limite de deteccién
(LOD) del ensayo, y NO DETECTABLE cuando el Ct obtenido es mayor al LOD.
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4.1.VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) es un retrovirus complejo, se agrupa dentro
del género Lentivirus de la sub-familia Orthoretrovirinae en la familia Retroviridae.

Hasta el momento han sido descriptos 2 tipos de HIV, denominados HIV-1y HIV-2, que
se asocian al Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Estos virus provienen
de diferentes eventos de transmisioén zoonoética independientes de virus de primates no
humanos.

La contribucién a la epidemia por cada uno de ellos varia considerablemente. Mientras
que las infecciones por HIV-2 se encuentran circunscritas a determinadas regiones de
Africa occidental, con casos esporadicos en el mundo, las infecciones por HIV-1 son las
responsables de la pandemia del HIV/SIDA infectando a millones de personas y aislando-
se en casi todos los paises del mundo.

El HIV-1se divide en 4 grupos denominados M, O, N y P, siendo cada uno de ellos un linaje
diferente originado por eventos independientes de transmision inter-especies. El grupo M
fue el primero en ser descubiertoy es responsable de mas del 90% de los casos de infeccién
por HIV-1. Su amplia diseminacién involucrd una serie de eventos fundadores (“‘cuellos
de botella poblacionales”) que condujo al predominio de diferentes linajes denominados
subtipos en diferentes areas geograficas. Actualmente, se distinguen 9 subtipos del HIV-1
dentro del grupo M: A (A1/A2), B, C, D, F (F1/F2), G, H, J y K. Esta clasificacién filogenética del
HIV-1evidencia la gran diversidad y variabilidad nucleotidica del HIV-1, dado por la eleva-
datasa de error de la transcriptasa reversa, la capacidad de recombinacion, el corto tiempo
de replicacion gendémica y el alto tamafio poblacional (produccién de 10'°viriones/dia). Es
importante sefialar que la recombinacién entre viriones de distintos subtipos gener6 for-
mas recombinantes estables que se han extendido geograficamente y son responsables
de mas del 20% de las infecciones por HIV-1 en todo el mundo. En general, en los paises
de Centroamérica y Sudamérica persiste un marcado predominio del subtipo B del HIV-1,
aunque en los Gltimos afios se ha incrementado la prevalencia de las recombinantes BF/
BF1, algunas de las cuales circulan desde 1980.

4.1.1. CURSO DE LA INFECCION NATURAL POR HIV-1
Después de la exposicién al HIV-1, cerca de 1a mitad de los individuos que se infectan
desarrollan un cuadro pseudogripal en las primeras semanas de infeccién que se co-
noce como sindrome retroviral agudo y que corresponde a las manifestaciones clini-
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cas de la primoinfeccién. El primer marcador viroldégico en aparecer es el ARN-HIV en
plasma (viremia) aproximadamente a la semana desde la exposicién. Pricticamente
al mismo tiempo se puede detectar el ADN-HIV integrado en el genoma celular (ADN
proviral) en las células mononucleares de sangre periférica, el cual permaneceré de-
tectable de por vida. El antigeno p24 aparece en plasma a los 11 — 13 dias de la infec-
cién, y permanecera detectable durante aproximadamente 45 dias (Figura 12).

Viremia

Infeccion CvP I

e
1
EIAJ
<—‘ Western blot — —H—m——————————————— - >
Aguda < Reciente l—b Crénica o establecida

Figura 12. Evolucién clinica, inmunologica y virolégica en la infeccién aguda, 1a infeccion
reciente y la infeccién crénica por el HIV-1 con los correspondientes marcadores.
p24: antigenemia p24; CD4: linfocitos T CD4+ plasmaéticos; CTL: linfocitos T citotéxicos
plasmaticos; Thl: respuesta proliferativa linfocitos T helper tipo 1 plasméticos.
Adaptado de Mir6 JM et al, 2004.

Unas semanas mas tarde se comienzan a detectar los Acs a-HIV como consecuencia
de la respuesta inmune a la infeccién (Figura 12). Los primeros Acs a-HIV en ser detec-
tados son aquellos dirigidos contra las proteinas p24, gp160, gp120 y gp4l. Si bien se de-
tectan Acs IgM contra estas proteinas, éstos no son especificos de la primoinfeccion
ya que pueden aparecer en durante el curso de la infeccién. Los Acs dirigidos al resto
de las proteinas virales van apareciendo de modo progresivo en las semanas siguien-
tes. A los 6 meses de la infeccién por HIV-1, més del 95% de las personas infectadas
presentan seroconversion de Acs, es decir, pasan de seronegatividad (Acs a-HIV no
reactivos) a seropositividad (Acs a-HIV Reactivos).

La etapa crénica de la infeccién natural se caracteriza por la persistencia de la repli-
cacion viral la cual es contrarrestada por la regeneracién de los linfocitos T CD4+.
La duracién de esta fase es altamente variable y depende de un complejo equilibrio
entre factores del hospedero y del virus, no comprendidos en profundidad, que con-
duce a diferentes formas y tiempos de progresion de la enfermedad. La mayoria de
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los pacientes (80-90%) progresan a SIDA a partir de los 5 afios de la infeccién, con un
tiempo medio de progresiéon de 10 aiios, y son denominados progresores tipicos. Entre
un 5 — 10% de las personas infectadas desarrollan SIDA entre 1y 5 afios post-infec-
cion, constituyendo los progresores rapidos. Una minoria de los pacientes infectados
(< 5%) permanece asintomatica luego de mas de 10 aflos de seguimiento, mantenien-
do estables sus recuentos de linfocitos T CD4+ en plasma en el tiempo. Los pacientes
con estas caracteristicas fueron denominados controladores. Dentro de este grupo de
individuos se distinguen los:
- noprogresores: individuos con al menos 10 afios de infeccién, sin tratamiento an-
tirretroviral, con ausencia de sintomas y linfocitos T CD4+ >500/mm?.
- controladores elite: individuos con carga viral plasmatica (CVP) no detectable y
niveles altos de linfocitos T CD4+.
La definicién de estos subgrupos de controladores no es uniforme en la literatura ya
que se basa fundamentalmente en el limite de deteccién de los ensayos de cuantifica-
ci6én de la viremia o CVP utilizados en la Giltima década.
A diferencia de otras enfermedades infecciosas, en las que la deteccién de Acs refleja
usualmente una exposicion previa al agente patégenoy su erradicacién en un tiempo
pasado, en la infeccién con HIV la presencia de Acs expresa un estado de portador del virus,
y por consiguiente la posibilidad de transmitirlo a otros, atin en ausencia de manifes-
taciones clinicas de la infeccién y de valores de CVP no detectables.
Debido a que no existen manifestaciones clinicas caracteristicas de la infeccién del
HIV-1, el diagnoéstico certero s6lo se puede establecer por técnicas de laboratorio. La
presencia de la infeccién puede evidenciarse mediante la deteccién de proteinas y
4cidos nucleicos virales (métodos directos), o de Acs especificos contra diferentes pro-
teinas virales (métodos indirectos).
Se denomina periodo ventana al tiempo que transcurre entre la infeccién y la de-
teccion de algin marcador de infeccion (ARN-HIV, antigeno p24 o Acs a-HIV). Este
periodo es variable entre los individuos que adquieren la infeccién. Por ejemplo, los
individuos que se infectaron a través de transfusiones de componentes sanguineos
contaminados desarrollan Acs a-HIV mas rapidamente que aquéllos que se infecta-
ron por via sexual.
Desde el inicio de 1a epidemia, 1as recomendaciones de los organismos oficiales para
el diagnostico de la infeccién por HIV en adultos indicaban el uso de ensayos de de-
teccion de Acs a-HIV en forma secuencial: un ensayo de tamizaje de alta sensibilidad
(EIA o aglutinacion de particulas de gelatina) y, en aquellas muestras repetidamente
reactivas, un ensayo suplementario de alta especificidad (Western Blot).
En los tltimos afios, el avance metodoldgico permiti6 que:
- los tests rapidos logren sensibilidades y especificidades similares a los EIA.
- se desarrollen EIAs que detecten en forma combinada Acs a-HIV y antigeno p24
para tamizaje en Bancos de Sangre.
- los ensayos moleculares para la deteccién y cuantificacién del ARN-HIV posean
limites de deteccién muy bajos, rangos dindmicos amplios, alta reproducibilidad
y capacidad de detectar los distintos tipos y subtipos virales, entre otras mejoras.
No obstante, el avance metodolégico, 1a epidemia del HIV/SIDA sigue siendo uno de
los problemas sanitarios més graves a nivel mundial, estimandose méas de 36 millo-
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nes de personas que conviven con el virus. Si bien, la implementacion de la terapia
antirretroviral de alta eficacia logré reducir el nlimero de muertes por SIDA, la cifra de
nuevas infecciones a nivel mundial se mantiene constante o en leve descenso depen-

diendo la regi6én geografica.

41.2. METODOLOGIA PARA EL DIAGNOSTICO DEL HIV

La Tabla 3 detalla cada uno de los marcadores virol6gicos disponibles, la metodologia

empleada para su detecciéon y la utilidad del mismo.

Tabla 3. MARCADORES PARA EL ESTUDIO DE LA INFECCION POR HIV

MARCADOR /METODOLOGIA

UTILIDAD

Deteccion de Acs a-HIV-1/2

- EIA3°generacién

- Aglutinacién de particulas
- Test rapidos

Diagnostico en adultos (Prueba de tamizaje)

Diagnostico en nifios > 18 meses

Deteccién de Antigeno p24
- EIA captura de antigeno

Diagnostico en nifios < 18 meses

Deteccién conjunta de Acs a-HIV-1/2y
antigeno p24
- EIA4° generacién

Diagnéstico en adultos (Prueba de tamizaje)
Diagnostico en nifios > 18 meses

Tamizaje en Banco de Sangre

Discriminacién de Acs a-HIV-1/2
- Western Blot
- Inmmunoblot

Diagnostico en adultos (Prueba
suplementaria)
Diagnéstico en nifios > 18 meses

Deteccién de ADN proviral
- PCR cualitativa

Diagnéstico en nifios < 18 meses

Deteccién de ARN-HIV
- RT-PCR cualitativa

Diagnostico en nifios < 18 meses

Tamizaje en Banco de Sangre

Cuantificacién del ARN-HIV
- RT-PCR cuantitativa (CVP)

Diagnéstico en adultos (Prueba
suplementaria)

Diagnoéstico en nifios > 18 meses
Diagnostico en nifios < 18 meses

Evaluacién de tratamiento

Cuantificacion de Linfocitos CD4
- Citometria de flujo

Evaluacién de tratamiento

Deteccién de mutaciones de resistencia
- Fenotipo virtual

Evaluacién de tratamiento
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4.1.2.1. DETECCION DE Acs a-HIV-1/2. Las técnicas de EIA son las mas empleadas
debido a su simplicidad, alta sensibilidad, nivel de automatizacién y disefio para
analizar un gran niimero de muestras de forma simultanea.

En principio las técnicas de EIA para el HIV se basaron en la utilizacién de lisados
viricos (ensayos de 1° generacion), y fueron de enorme utilidad para conocer el alcan-
ce de la epidemia de SIDA en los primeros afios y establecer las primeras medidas
preventivas.

Posteriormente las EIA de 1° generacion fueron sustituidas por EIA que utilizaban
antigenos mas especificos obtenidos por recombinacién genética o mediante sin-
tesis (ensayos de 2° generacion) utilizando EIA indirectos o competitivos. Estas téc-
nicas tenian una mejor especificidad, pero planteaban problemas de sensibilidad
en el diagnéstico de la infeccién aguda, debido a que detectaban la seroconversién
entre 6 y 12 semanas después de producirse la infeccién. Para mejorar el diagnoés-
tico temprano de la infeccién por el HIV se diseflaron técnicas que permitieran la
deteccion simultanea de Acs de distinta clase (IgG, IgM o IgA) en la misma prueba,
utilizando un disefio de EIA tipo sdndwich o de inmunocaptura, incluyendo como
antigenos proteinas recombinantes o péptidos sintéticos especificos del HIV-1 (a
veces asociados con otros especificos del HIV-2). De este modo se logré reducir el
periodo ventana a 3 semanas (ensayos de 3° generacion).

Ademaés del formato de EIA, existe la técnica de aglutinacion de particulas de gela-
tina que utiliza un soporte de particulas de gelatina sensibilizadas con antigenos
HIV-1y HIV-2 inactivados. La prueba se basa en el principio que las particulas sen-
sibilizadas se aglutinan por la presencia delos Acs a-HIV-1y Acs a-HIV-2 en plasma
o suero humano. Estos ensayos permiten detectar Acs IgG, IgA e IgM del HIV, pre-
sentando una sensibilidad comparable a los EIA de 3° generacion.

En los Gltimos afios, los test rdpidos han ganado importancia en el diagnostico de
la infeccién por HIV-1, ya que la sensibilidad y especificidad han sido mejoradas y
en muchos casos son comparables a los ensayos incluidos en el algoritmo-conven-
cional basado en EIA. La OMS establecié en 2005 como una de sus actuaciones
prioritarias para la lucha contra el HIV/SIDA la necesidad de extender el diagnés-
tico fuera de los centros hospitalarios. Esto ha supuesto la difusién de las pruebas
rapidas que permiten obtener un diagndstico presuntivo en pocos minutos sin in-
fraestructura especifica.

Los test rdpidos estan basados en técnicas de inmunoblot, aglutinacion, inmuno-
cromatografia o técnicas de inmunofiltracién. Los formatos que pueden presentar
son variables y se caracterizan por ser simples (no requieren de equipamiento es-
pecial) y rdpidos (permiten obtener un resultado en 10-40 minutos. Como muestra
pueden utilizar sangre entera, suero o plasma, mostrando sensibilidad y especifi-
cidad similares en cualquiera de ellas si son ensayos en inmunocromatografia o
microaglutinaciéon. Los antigenos virales que se utilizan en las pruebas rapidas son
similares a los utilizados en los EIA.
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4.1.2.2. DETECCION DE ANTIGENO p24. La deteccién del antigeno p24 es un mar-
cador directo de la presencia del virus en el organismo. Aunque teéricamente el
antigeno p24 deberia detectarse en cualquier fase de la infeccién, la presencia de
Acs a-p24 con los que forma inmunocomplejos suele enmascararlo, por lo que su
utilidad ha quedado reducida a situaciones particulares entre las que destacan:

- la deteccién de la infeccion antes de la seroconversion.

- el diagnostico pediatrico.

El antigeno p24 se positiviza después de la infeccién y 1o hace durante un periodo breve
de tiempo que puede ser mayor en los sujetos cuyas manifestaciones clinicas de
primoinfeccién obedecen a cuadros mas severos reflejados por niveles altos de vire-
miay antigenemia. Por lo tanto, en el diagnéstico de una posible infeccién por HIV-
1 tras una exposicién, un resultado negativo para el antigeno del HIV-1 no excluye
la posibilidad de estar infectado y en estos casos se aconseja la deteccién de Acs a
los 6 meses posteriores a la exposicién al virus.

Los métodos de deteccion del antigeno p24 del HIV-1 son fundamentalmente técni-
cas EIA con Acs especificos fijados en la fase sélida y con sensibilidades diferentes.
En algunas pruebas comerciales se realiza una disociacion (de caracter acido o basi-
co) que busca la liberalizacién del antigeno p24 de los inmunocomplejos formados
con su anticuerpo. Este procedimiento arroja buenos resultados, con un aumento
de la sensibilidad del 60% en pacientes pediatricos y en pacientes asintomaticos
con altos niveles de antigeno p24. Es altamente recomendable que todo resultado
positivo sea confirmado mediante el ensayo de neutralizacion correspondiente, te-
niendo en cuenta que si bien la disociacién de inmunocomplejos aumenta la sensi-
bilidad también genera falsos positivos.

Entre los factores que pueden condicionar la deteccién de antigeno p24 se encuen-
tran la sensibilidad de las diferentes pruebas comerciales, el estadio evolutivo de la
infeccion, la administracién de antirretrovirales y la presencia de infecciones opor-
tunistas que indirectamente inducen una mayor replicaciéon del HIV.

En general solo es posible detectar antigeno p24 entre el 10-25% de los pacientes
seropositivos asintomaticos y en el 70% de los pacientes con SIDA. En la primo-
infeccién el antigeno p24 se detecta en aproximadamente el 25% de los casos. En
algunos paises es obligatorio el tamizaje del antigeno p24 en las donaciones de
sangre para identificar a los donantes en el periodo ventana de la infeccién por
HIV. Sin embargo, no se ha demostrado que esta medida arroje beneficios de re-
duccidén del riesgo de transmisién por sangre infectada.

4.1.2.3. DETECCION CONJUNTA DE Acs a-HIV-1/2 Y ANTIGENO p24. Los EIA de
4° generacion permiten la deteccién simultanea del antigeno p24 y Acs a-HIV-1/2.
Tienen como ventaja reducir en una semana el periodo ventana, estableciéndose en
2 semanas desde el inicio de la infecci6n.

La Ley Nacional N° 22.990 obliga a los Bancos de Sangre a realizar la deteccién de
las siguientes enfermedades transmisibles por transfusion en los hemoderivados:
sifilis, brucelosis, chagas, HIV (Acs a-HIV-1/2), Hepatitis ¢ (Acs a-HCV) y Hepati-
tis B (HBsAg). Una modificatoria posterior de la ley incorporé nuevos marcadores:
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Acs a-HBc para la Hepatitis B, Acs a-HTLV-1/2 para HTLV-1/2 y antigeno p24 para
HIV-1. Los EIA de 4° generacién permiten detectar en forma conjunta los dos mar-
cadores del HIV requeridos para el tamizaje en hemoderivados (antigeno p24 y Acs
a-HIV-1/2)y existen ensayos automatizados.

Una nueva generacion de tests rdpidos basados en inmunocromatografia se ha de-
sarrollado en los tltimos afios con la capacidad de detectar en forma conjunta de
Acs a-HIV-1/2 y antigeno p24.

4.1.2.4. DISCRIMINACION DE Acs a-HIV-1. E] Western Blot permite la discrimina-
cién de los Acs a-HIV, presentes en la muestra, contra los distintos antigenos vira-
les. La obtencién de los antigenos virales que serdn inmovilizados en la membrana
es a partir de un lisado de cultivo del virus. Las proteinas virales son purificadas por
centrifugacién, separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida y posterior-
mente transferidas y fijadas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se
corta en tiras de unos 5 mm de ancho y en este formato son comercializadas en los
kits para su uso en el laboratorio.

La tira se incuba primero con el suero del paciente en estudio y, luego de varios
lavados, se la enfrenta a un Ac a-IgG humana conjugada con una enzima que al ser
expuesta a un revelador enzimatico producira un precipitado coloreado. Por lo tan-
to, las bandas coloreadas corresponderan a la presencia de Acs especificos contra el
antigeno presente en la tira de nitrocelulosa. Las principales bandas del Western
Blot se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. BANDAS PRESENTES EN EL WESTERN BLOT DE HIV-1

DENOMINACION PROTEINA GEN
gpl60 Precursora de la envoltura
gpl20 Glicoproteina externa env
gp4l Glicoproteina transmembrana
gp55y gp40 Precursora del core
gp24 Proteina principal gag
pl7 Proteina de la matriz
P66y p51 Transcriptasa reversa
p3l Endonucleasa el

Cada uno de los diferentes equipos comerciales contiene instrucciones precisas de
como interpretar los resultados obtenidos segiin criterios de positividad mas o me-
nos restrictivos. Sin embargo, diferentes organismos internacionales han propues-
to diferentes criterios para interpretar los resultados obtenidos por los Western
Blot. Los més utilizados por los laboratorios clinicos son:
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- criterio de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)
presencia de p24, p31y gp41 u otra glucoproteina.

- criterio del Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC): presencia de
al menos dos bandas de p24, gp41y gp160/120.

Se considera que el Western Blot es una prueba sensible para las proteinas deriva-
das del gen gagy algo menos para las proteinas de la envoltura (gen env). Por ello du-
rante la primoinfeccién, y dada la escasez de Acs a-p24 o Acs a-gp4l, es considerada
una prueba poco sensible. Lo mismo ocurre en las fases terminales de la infeccién
por la pérdida de Acs a-p24. No obstante, el Western Blot constituye una prueba
altamente especifica con menos de 1 falso positivo por cada 20.000 individuos infectados,
mientras que la tasa de falsos negativos es, en poblaciéon donante de sangre, de 1 por
cada 250.000 individuos.

El Western Blot puede ofrecer 3 tipos de resultados diferentes:

- Positivo: Cuando cumple los criterios de positividad elegido.

- Negativo: Cuando ninguna de las bandas presenta reaccion.

- Indeterminado: Cuando aparecen bandas, pero no alcanzan a cumplir con el cri-
terio de positividad establecido.

Las principales causas de Western Blot con resultados indeterminados suelen obe-
decer a:

- Reactividad inespecifica (ver falsos positivos)

- Infeccién por HIV-2 u otros retrovirus humanos

- Seroconversién al HIV-1

- Estado avanzado de infecci6én HIV-1

- Hijo de madre seropositiva

- Divergencias genéticas de la cepa del HIV-1 (individuos provenientes de Africa)
Aunque se han descrito diferentes causas de reacciones de Western Blot falsamen-
te positivas para antigenos del HIV-1las principales son similares a las que acon-
tecen en los EIA. En un intento de mejorar y garantizar la sensibilidad del Western
Blot frente a los Acs de las proteinas de la envoltura, algunos sistemas comerciales
han incorporado péptidos sintéticos o proteinas recombinantes al lisado viral.
Existen métodos alternativos al Western Blot, basados en inmunocromatografia
lineal en donde se fijan a la fase sélida de la membrana distintos antigenos de
HIV-1 (en general, p31, gpl60, p24, gp4l) y HIV-2 (en general, gp36, gp140). Estos
métodos emplean proteina A unida a Acs con particulas de colorante de oro coloi-
dal como conjugado. La muestra del paciente se aplica junto a un buffer que hace
que la muestra fluya lateralmente y facilita la unién de los anticuerpos del pacien-
te a los antigenos inmovilizados en la fase sélida. Después de que la muestra y el
buffer hayan migrado a la tira reactiva, se agrega un buffer adicional que permite
la migracion de la proteina A de oro coloidal y promueve su unién a los anticuer-
pos del paciente. Ante la presencia de Acs anti-HIV se producen lineas rosadas/
parpuras en el area especifica. Ademas, posee un area de control que evidencia la
presencia de IgG de la muestra del paciente unida a la proteina A de oro coloidal
dando una linea rosa/ptrpura en el drea de control. Esta linea de control sirve para
demostrar que la muestra y los reactivos se han aplicado correctamente y han mi-
grado a través del dispositivo.
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4.1.2.5. DETECCION DE ADN PROVIRAL. El ADN-HIV detectado se trata de ADN
proviral presente en las células infectadas (principalmente en linfocitos T CD4+).
Dado que el HIV se integra a las células de modo irreversible, esta determinacién
es considerada el marcador del estado de infeccién de manera inequivoca. En la ac-
tualidad, esta determinacion esta siendo reemplazada por la determinacién de la
viremia (ARN-HIV), en gran parte debido a las dificultades de disponer de ensayos
comerciales con suficientes controles de calidad y certificacién por agencias regu-
ladoras y a la mayor facilidad para obtener la muestra: linfocitos (ADN-HIV) vs. sue-
1o (ARN-HIV).

Los laboratorios de referencia que realizan la deteccién del ADN proviral utilizan
una PCR anidada in house que amplifica dos regiones génicas del virus (gagy pol) y
un gen cromosoémico como control de extraccién de ADN gendémico.

Sibien este marcador se puede utilizar para valorar la transmisién madre-hijo en el
diagnostico de la transmisién vertical de HIV y para el seguimiento de la profilaxis
post-exposicién, la mayoria de los laboratorios utilizan la viremia en estos escena-
rios.

4.1.2.6. DETECCION DE ARN-HIV. La deteccién del ARN-HIV cualitativa en plasma
fue utilizada al comienzo de la epidemia para el diagnoéstico pediatrico principal-
mente, como alternativa a la deteccién del ADN proviral. Esto fue debido a la exis-
tencia de varios ensayos comerciales validados por distintos organismos de con-
trol. Sin embargo, el avance de los métodos cuantitativos de ARN (CVP), hizo que
los ensayos de ARN-HIV se discontinuaran para tal fin, quedando limitado su uso
a la reduccion del periodo ventana de la infeccién en el tamizaje de hemoderivados
en Bancos de sangre.

La implementacién de ensayos para la deteccién de ARN-HIV cualitativa para el
tamizaje de donantes, denominados NAT (nucleic acid testing), aumenta la seguri-
dad transfusional al disminuir la incidencia de infecciones virales transmitidas por
transfusiéon. En el caso de la infeccién por HIV/SIDA se reduce el periodo ventana
a7dias.

4.1.2.7. CUANTIFICACION DEL ARN-HIV: La CVP es la cantidad de particulas vira-
les, expresada en niimero de copias, encontradas por mililitro de sangre (copias/ml)
oenlog, . Aunque se estima que la CVP es un buen reflejo de lo que ocurre en el sis-
tema linfatico, se desconoce cémo el virus se distribuye en otros tejidos. Por lo tan-
to, se debe tener en cuenta que el HIV circulante en sangre esta por debajo del 20%
del total existente en todo el cuerpo. La determinacion de la CVP permite evaluar
el estado de la enfermedad, el riesgo de progresién y la efectividad del tratamiento.
El ensayo ideal para determinar la CVP del HIV deberia tener alta sensibilidad
analitica (el nivel mas bajo de deteccion viral), reproducibilidad y linealidad eleva-
das, y precision en la cuantificacién de todos los tipos y subtipos del virus. A estas
caracteristicas técnicas hay que afiadir la carga maxima de trabajo del ensayo, la
automatizacion del procedimiento, la reduccién de contaminaciones cruzadas (ca-
rry-over) y el menor tiempo en la obtencion de resultados.
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La primera generacién de ensayos de CVP presentaba un rango dindmico de cuanti-
ficacién que variaba de 400 a 750.000 copias/ml. Posteriormente, se desarrollaron
los denominados ensayos ultrasensibles con un rango dindmico de 50 a 750.000 co-
pias/ml.

Actualmente, la mayoria de los ensayos de CVP se basan en la deteccién en tiempo
real de los productos amplificados. Estos nuevos ensayos aportan un mayor inter-
valo de cuantificacién, mayor sensibilidad, mayor rapidez en la obtencién de los re-
sultados y menores riesgos de carry-over. A esto se debe sumar la disponibilidad de
sistemas de extracciéon de ARN viral automatica, reduciendo sensiblemente el riesgo
de contaminacién cruzada o de errores humanos. Estas plataformas, denominadas
de segunda generacion, presentan limites de deteccion inferiores a las 50 copias/ml, lo
cual ha permitido incorporar la CVP como ensayo suplementario en el diagnostico de
HIVen adultosy como alternativa metodolégica al ADN proviraly ARN-HIV cualitativo
en el diagnéstico pedidtrico de la infeccion.

Con respecto al uso de la CVP en el seguimiento de pacientes en tratamiento an-
tirretroviral, es conveniente que las mediciones se realicen siempre con la misma
metodologiay en un mismo laboratorio. En general, diferencias de hasta 0,51og,, no
se consideran significativas. Por ejemplo, un descenso de 4,3 log,, (20.000 copias/
ml) a 3,9 1og,, (8.000 copias/ml) de ARN-HIV, no necesariamente significa un des-
censo significativo de la CVP. Si bien estos ensayos son altamente reproducibles,
los resultados con una metodologia no son extrapolables a los obtenidos con otra
diferente.

El éxito terapéutico viroldgico se define con la obtencién de un nivel de CVP in-
detectable usando métodos con limites de deteccién < 50 copias/ml. Un ensayo de
CVP detectable tras 6 meses de tratamiento habitualmente se considera un fracaso
terapéutico. Ademas, la reaparicién de cargas virales detectables (mayores a 1.000
copias/ml) en dos controles seguidos también se consideran fracasos terapéuticos.
Ante la aparicién de fracaso terapéutico se debera indagar sobre el motivo del mis-
mo, que puede ir desde la falta de adherencia a los fAirmacos como a la aparicién de
mutaciones de resistencia a antirretrovirales.

4.1.2.8.CUANTIFICACION DE LINFOCITOS CD4+. Los linfocitos T humanos jue-
gan un rol importante en la fisiopatogenia del HIV/SIDA. Estas células poseen mo-
léculas antigénicas denominadas CD (cluster of differentiation) que se expresan en
la supertficie celular y tienen diversas funciones biolégicas. Se deben distinguir los
linfocitos T CD4, que proveen cooperacién a otras células del sistema inmune, de
los linfocitos T CD8, que median actividad citotéxica. Las moléculas CD4 y CD8
tienen la funcién biol6gica de interactuar con la estructura molecular del complejo
mayor de histocompatibilidad clase II y clase I, respectivamente. Este proceso es vi-
tal durante la presentacion antigénica yla posterior activacién del sistema inmune.
El HIV infecta los linfocitos T CD4 del tejido linfoide asociado a mucosa en la etapa
aguda de la infeccién y provoca la muerte de muchas de las células infectadas. El
recuento de los linfocitos T CD4 en sangre periférica se realiza por citometria de
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flujo y su valor permite estimar el estado inmunolégico del paciente infectado por
lo que es un pardmetro necesario en la atencién médica.

El ntimero normal de linfocitos T CD4 en un adulto se encuentra en un rango de
800 a 1.050 células/ml. La variabilidad de los valores depende del ntimero total de
leucocitos, el porcentaje de linfocitos y el porcentaje de linfocitos T CD4. Por ello,
se debe reportar la relacion CD4:CD8, 1a cual en el individuo normal es superior a 1.
El éxito terapéutico inmunolégico se establece cuando con el tratamiento se lo-
gra un incremento en el recuento de linfocitos T CD4.

4.1.2.9. DETECCION DE MUTACIONES DE RESISTENCIA A ANTIRRETROVIRALES
El desarrollo de diferentes cepas de HIV-1resistentes a algunas de las drogas inclui-
das en los tratamientos terapéuticos es una de las principales causas que provocan
el fracaso terapéutico. Esto es una caracteristica propia del HIV dado su alta tasa de
replicacién y el alto grado de error de la retrotranscriptasa.

La aparicién de variantes de escape se retrasa (pero no se anula) con una mejor ad-
herencia a la terapia. Si bien el objetivo de la terapia es lograr cargas virales indetec-
tables en el transcurso del tiempo, se debe considerar que no se esta erradicando al
virus del organismo sino que solo se ha logrado reducir su CVP por debajo del limite
de deteccién del ensayo utilizado, en general inferior a 50 copias/ml.

Una vez que la variante resistente a un firmaco es seleccionada, se convertira en
la especie viral dominante en presencia de dicho firmaco, lo que se vera reflejado
en un aumento significativo de la CVP. Entonces, definimos resistencia secundaria
cuando la adquisicién de mutaciones ocurre bajo la presién de seleccién ejercida en
el transcurso del tratamiento con drogas antirretrovirales. Sin embargo, en la tlti-
ma década se describieron casos de individuos infectados con variantes resistentes
a farmacos sin haber recibido tratamiento. Asi, se denomina resistencia primaria
a la presencia de mutaciones de escape en un paciente que no ha sido previamen-
te expuesto a las drogas. Se considera que la prevalencia de resistencia primaria
en una poblacién es alta cuando mas del 15% de las muestras estudiadas presenta
mutaciones; moderada cuando este valor es entre 5-15%; baja cuando es menor del
5%. La realizacién de ensayos para evaluar, previo al inicio de tratamiento, la resis-
tencia a antiretrovirales se recomienda cuando los niveles de resistencia primaria
superan el 5% en una determinada poblaci6n.

Las metodologias disponibles para evaluar hacia qué fairmaco la variante viral es
resistente son:

- Ensayo de resistencia fenotipica: implican la cuantificacién directa de la sensi-
bilidad al fAirmaco. Para ello, 1a replicaciéon del virus se mide en cultivos celulares
bajo presion selectiva, consistente en incrementar la concentracién del farmaco.
Posteriormente, los resultados obtenidos son comparados en relacién con el virus
original (en ausencia del fairmaco). Las concentraciones del fArmaco se expresan
como valores del 50% de concentracién inhibitoria. Esta prueba presenta 3 incon-
venientes: elevada complejidad, costo excesivo y niveles de bioseguridad adecuados
para el cultivo del HIV, lo cual hace que sea privativa para los laboratorios clinicos.
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- Ensayo de resistencia genotipica (fenotipo virtual): se basan en el anélisis de re-
sistencias asociadas a mutaciones ya establecidas, las cuales se determinan por
secuenciacién del gen pol del HIV. La secuencia nucleotidica obtenida es contras-
tada en una base de datos en donde esta descripta la asociacién entre la mutacion
yla sensibilidad reducida a fairmacos obtenida de ensayos de resistencia fenotipica.

4.1.3. ALGORITMOS PARA EL DIAGNOSTICO DEL HIV
Considerando el avance tecnoldgico de los distintos ensayos para el tamizaje y diag-
nostico de la infeccién por HIV, y la necesidad de ampliar el acceso al diagndstico,
el Ministerio de Salud de la Nacién en 2014 propuso la aplicacién de nuevos algo-
ritmos (www.msal.gob.ar). Para ello, se realiza una distincién entre la metodologia
a utilizarse en laboratorios clinicos de las recomendadas para los centros de salud o
testeo voluntario. Esta estrategia acelera la derivacién de aquellos individuos iden-
tificados como HIV-positivos o presuntamente positivos a servicios de salud para el
seguimiento y tratamiento de su infeccién por HIV.

4.1.3.1. ALGORITMO PARA HIV EN MAYORES DE 18 MESES EN LABORATORIOS
CLINICO: Para el diagnoéstico de la infeccién por HIV, los laboratorios clinicos em-
plean en general ensayos categorizados como de mediana o alta complejidad que
incluyen:

- ensayos de tamizaje: EIAs manuales de formato colorimétrico o automatizados de
quimioluminiscencia de cuarta generacion, es decir, que detecte tanto los Acs a-HIV
como el antigeno p24.

- ensayos suplementarios: para aquellas muestras repetidamente reactivas por los
ensayos de tamizaje. Estas pruebas tienen como objeto verificar que los resultados
obtenidos con las pruebas de tamizaje son correctos. E1 Western Blot ha sido utilizado
como test suplementario desde el inicio de 1a epidemia. Actualmente, se incorpora la
determinacién de la CVP como método suplementario, relegando el uso del Western
Blot para los casos con resultados de EIA Reactivo y CVP No detectable.

4.1.3.2. ALGORITMO PARA HIV EN MENORES DE 18 MESES EN LABORATORIOS
CLINICOS: El diagnéstico de infeccién en nifios recién nacidos de mujeres con in-
feccion por HIV debe realizarse lo mas precozmente posible para poder iniciar la
terapéutica apropiada.

El HIV se transfiere durante el embarazo al nonato principalmente en las tGltimas
semanas previas al nacimiento (75% de los casos). S6lo un 10% de las infecciones ver-
ticales se dan antes del tercer trimestre. La probabilidad de la transmision vertical del
HIVsecorrelaciona con la CVP de la madre. Por lo cual, sila CVP es No Detectable (< 50
copias/ml) durante el embarazo, la probabilidad de transmisién es extremadamente
baja. Los nacimientos prematuros y la rotura temprana de la bolsa son factores que
incrementan el riesgo de transmisioén. Por otro lado, el amamantamiento del recién
nacido esti contraindicado por aumentar el riesgo de transmisién perinatal.

El diagnéstico hasta los 18 meses de vida del nifio debe efectuarse exclusivamente a tra-
vés de ensayos viroldgicos. Los métodos virologicos moleculares de deteccién de aci-
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dos nucleicos, como la deteccién del ARN plasmatico y el DNA proviral, son los em-
pleados preferentemente en la actualidad.

Un tercio de los nifios infectados pueden ser diagnosticados dentro de las 48 horas de
nacidos a través de la detecciéon de DNA proviral por PCR. La sensibilidad de un solo
ensayo de DNA-HIV realizado a menos de 48 horas de vida es menor al 40%, pero au-
menta al 93% durante la segunda semana y alcanza el 96% a los 28 dias de vida, y con
una especificidad del 99%. El valor predictivo del negativo es del 100% a los 6 meses
devida. La detecciéon de DNA proviral con ensayos de gPCR presenta una sensibilidad
superior a la de los ensayos de PCR a punto final.

El algoritmo comienza con un primer estudio entre 24y 72 horas de vida preferentemen-
te, 0 entre 14 y 30 dias. En caso de resultados negativos, se realiza un segundo estudio
entre el primery segundo mes de vida. En caso de un nuevo resultado negativo, se hace
un tercer estudio entre el cuarto y sexto mes de vida.

Se descarta la infeccion por HIV en un niiio cuando 2 ensayos de deteccion de Acs
a-HIV-1/2 son negativos después de los 6 meses devida, con un intervalo de por lo menos
un mes entre ambas, o un ensayo de deteccion de Acs a-HIV-1/2 negativo después de los
18 meses devida en ausencia de sintomas clinicos de infeccion, ausencia de hipogama-
globulinemiay ensayos viroldgicos negativos.

Se considera que un niiio estd infectado por HIV cuando tiene 2 pruebas viroldgicas po-
sitivas obtenidas en 2 muestras de sangre diferentes.

4.1.4. ESTRATEGIAS DE PREVENCION, NOTIFICACION Y TESTEO
En 2021, se cumplieron 2 décadas desde que en la Argentina se estableciera la obliga-
toriedad de reportar los nuevos diagndsticos de HIV a la autoridad sanitaria, ya que
hasta 2001 s6lo se notificaban casos de SIDA. Durante la primera década de este siglo
ambos eventos se vigilaron en paralelo, pero ya en la siguiente el reporte de casos de
SIDA fue perdiendo fuerza a raiz de los cambios en los procesos salud/enfermedad
del HIV, debidos principalmente al amplio acceso a la medicacién antirretroviral
en nuestro pais entre quienes estaban diagnosticados. A su vez, se sumaron otros
2 eventos de vigilancia epidemiolégica relacionados con la transmisioén vertical: ex-
puestos perinatales y embarazos en gestantes con HIV.
El diagnéstico tardio es uno de los principales indicadores que se monitorea, ya que
da cuenta del impacto de las estrategias puestas en marcha para facilitar el acceso
al diagnostico y eliminar barreras dentro y fuera de los servicios de salud. En Argen-
tina, el diagnoéstico tardio se define como aquel que ocurre cuando una persona se
encuentra en una situacién sintomatica, con o sin criterio definidor de SIDA y/o con
un conteo de linfocitos CD4+ plasmaéaticos menor a 200 células/ml.
La prevencion combinada implica la oferta integral de servicios para el abordaje del
HIVyotras infecciones de transmision sexual (ITS) que sean adecuados a cada perso-
na. Desde este enfoque, un centro de testeo necesita ofrecer servicios de diagndéstico
y consejeria que puedan incorporar facil y rApidamente a las personas al sistema de
salud y acelerar el inicio del tratamiento.
El Plan Estratégico 2021-2026 de ONUSIDA propone maximizar el acceso a los servi-
cios relacionados con el HIV y derribar las barreras que impiden que las poblaciones
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clave accedan a ellos, como pilares fundamentales para alcanzar el fin de 1a epidemia.
En este marco, se propone a los autotest de HIV como una herramienta adicional en
la respuesta a la epidemia, que permite a las personas hacerse el test en forma auto-
noma y privada, cuando y donde prefieran. Los autotest disponibles en el mercado
muestran un desempeilo comparable al de los métodos rapidos para diagnoéstico y
varios de ellos fueron precalificados por la OMS, que recomienda su incorporacion
alas politicas nacionales de diagnéstico con especial foco en las poblaciones clave.
Desde el aiio 2010, los Estados miembros de la OPS asumieron el compromiso de
impulsar la eliminacién de la transmisiéon materno infantil (ETMI) de la infeccién
por el HIV y la sifilis. Estos compromisos se renovaron y ampliaron en el afio 2016
mediante la aprobacién del “Plan de accién para la prevencion y el control de la infeccion
por el VIH y las infecciones de transmision sexual 2016-2021" al cual Argentina adhiri6.
Este Plan amplia la iniciativa de ETMI (se renombra como “ETMI-Plus”) para incluir
la eliminacién de otras enfermedades transmisibles prevenibles, como la hepatitis B
y la enfermedad de Chagas. Asi, en 2022, Ministerio de Salud de Nacién publica los
“Algoritmos de diagnostico y tratamiento para el control de las infecciones perinatales por
VIH, sifilis, hepatitis By Chagas - Iniciativa ETMI-PLUS”. Si bien el algoritmo diagnoéstico
propuesto durante el embarazo no difiere de aquel que se realiza en otras personas
adultas, recomienda:

- priorizar el uso de pruebas rapidas o estandares (EIA) de 4? generacién para
HIV-1en la primera consulta obstétrica en el Primer Nivel de Atencién, en tiem-
po real y que permita tomar una conducta terapéutica activa en el mismo mo-
mento si fuera necesario. Por ejemplo, solicitud, derivacién y toma de muestra
para realizacion de CVP antes de iniciar tratamiento.

- ofrecer el testeo a la/s pareja/s para no desaprovechar oportunidades diagnos-
ticas.

- considerar el embarazo como un escenario clinico de urgencia en términos de
diagnostico e inicio de tratamiento antirretroviral. En
Durante ese mismo ailo, se sanciona la Ley N°27675 - Ley nacional de respuesta
integral al VIH, hepatitis virales, otras infecciones de transmision sexual (ITS)y tu-
berculosis (TBC). A diferencia de la normativa anterior (Ley 23.798 - Ley Nacional
del SIDA) que tiene un enfoque médico, la nueva ley tiene una perspectiva de
derechos humanos. Entre sus articulos indica:

- Declarar de interés puiblico nacional 1a respuesta integral e intersectorial a la in-
feccién por HIV-1, las hepatitis virales, ITS y TBC, asi como los medicamentos,
vacunas, procedimientos y productos médicos y no médicos para la prevencion,
diagnoéstico, tratamiento y cura, la disponibilidad de formulaciones pediatricas
y el acceso universal, oportuno y gratuito a los mismos.

- Los agentes del servicio piiblico de salud, las obras sociales y las empresas de
medicina prepagas, estan obligadas a brindar asistencia integral, universal, gra-
tuita, a las personas expuestas y/o afectadas.

- Se prohibe la oferta y la realizaciéon de la prueba diagnostica de HIV-1, hepatitis
virales y otras ITS en los exdmenes médicos preocupacionales, como asi también
durante el transcurso y como parte de la relacién laboral. En el caso de acciden-
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tes de trabajo podra requerirse la prueba diagnoéstica al sélo efecto de proteger la
salud de la persona afectada.

- Ninguna institucién educativa, ptablica o privada, podra solicitar pruebas de
HIV-1, hepatitis virales, otras ITS y/o TBC a postulantes e integrantes de la co-
munidad educativa como requisito de ingreso, permanencia, promocién o para
el acceso a becas.

- Toda prueba debera ser voluntaria (con el consentimiento de la persona), gratui-
ta (en todos los subsistemas de salud), confidencial (la prueba como el resulta-
do), universal (para toda persona que la solicite), realizada con el debido asesora-
miento (previo y posterior al testeo y garantice la vinculacién con los sistemas
de salud).

La Ley N°27675 junto con la Resolucién N° 731/2023 de la Superintendencia de
Servicios de Salud, establecieron la obligatoriedad de cobertura de la Profilaxis
Pre-Exposicion (PrEP) en el sistema privado y de la seguridad social. La PrEP con-
siste en el uso de medicacién antirretroviral para reducir su posibilidad de infec-
cién en personas HIV-1 negativas y en riesgo sustancial de contraer el virus. La
PrEP se refiere al uso continuo o a demanda de medicacion antirretroviral antes de las
situaciones de exposicion. La PrEP oral basada en la combinacién de tenofovir di-
soproxil fumarato (TDF) con emtricitabina (FTC) o lamivudina (3TC) es altamente
efectiva para prevenir la transmision del HIV y su uso esté fuertemente reco-
mendado en personas en riesgo sustancial de infeccién.

La Profilaxis Post-Exposicion (PEP) se refiere al uso de medicacién antirretroviral
luego de una exposicién potencial al HIV-1 para reducir la posibilidad de trans-
misién, y debe iniciarse dentro de las 72 horas de producido el evento, idealmen-
te en las primeras 2 horas, con una duracién de cuatro semanas. Pasados los 5
dias no existe evidencia de beneficio de la PEP y no se ofrece ni recomienda la
misma. Se prefieren esquemas disponibles localmente, con buena tolerancia y
baja toxicidad, a fin de mejorar la adherencia y cumplir el objetivo de completar
el tratamiento, como por ejemplo TDF/3TC (300/300 mg) en 1 comprimido/dia.

4.2. VIRUS LINFOTROPICO HUMANO TIPO 1Y 2

Los Virus Linfotropicos THumanos (HTLV) tipo 1 (HTLV-1) y tipo 2 (HTLV-2) se agrupan dentro
del género Deltaretrovirus en la sub-familia Orthoretrovirinae de 1a familia Retroviridae.
HTLV-1y HTLV-2 son retrovirus complejos que infectan seres humanos con vias de trans-
misién similares al HIV-1 pero que presentan importantes diferencias en aspectos viro-
l6gicos y con las interacciones que establecen con el hospedero. A diferencia del HIV-1
que posee una variabilidad genémica importante, los HTLVs son relativamente estables.
Esta escasa variabilidad genética se debe principalmente a la ausencia o baja frecuencia de
ciclos replicativos utilizando la transcriptasa reversa viral, conocida por introducir muta-
ciones en alta frecuencia. Esta caracteristica determina que la infectividad asociada a las
particulas libres extracelulares sea muy baja colaborando con la persistencia de la infec-
cién en el organismo y evadiendo la respuesta inmune del hospedero. En relacién con el
tropismo viral, el HTLV-1 infecta preferencialmente los linfocitos T CD4+ mientras que el
HTLV-2 infecta preferencialmente los linfocitos T CD8+.
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Otro aspecto relevante de HTLV-1y HTLV-2 es la distinta asociacién de estos retrovirus
con patologias humanas. Mientras que se desconoce el rol etiopatogénico del HTLV-2, el
HTLV-1 ha sido reconocido como el agente etiolégico de 2 enfermedades especificas de-
nominadas Leucemia a Células T del Adulto (ATL, Adult T-cell Leukemia/Lymphoma) y Mie-
lopatia Asociada al HTLV-1 o Paraparesia Espdstica Tropical (HAM/TSP, HTLV-Associated
Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis). Se estima que 1-5% de los sujetos HTLV-1 sero-
positivos desarrollarAn HAM/TSP o ATL a lo largo de su vida, sugiriéndose un contexto
multifactorial que involucra la carga proviral del indculo al momento de la infeccién, el
haplotipo HLA del individuo, la via de infeccién primaria y la cepa viral, entre otros. De
esto se desprende que es de suma importancia diferenciar la infeccién de estos retrovirus.
En efecto, la deteccién de anticuerpos para HTLV-1/2 en donantes de sangre en Argentina
es obligatoria desde 2005 (Resolucién 865/2006 del Ministerio de Salud y Ambiente). Sin
embargo, no es obligatoria en mujeres embarazadas.

La ATL asociada a la infeccién por HTLV-1 es un proceso linfoproliferativo de linfocitos T
CD4+ maduros. La mayoria de los pacientes infectados por HTLV-1 son portadores asinto-
maticos del virus y s6lo el 1-5% de ellos desarrollard una forma sintomatica de la enferme-
dad. La ATL tiene un periodo de incubacién minimo de 20 afios con una edad de presenta-
cién promedio de 50 afios y similar en ambos sexos. Se desarrolla con mas frecuencia en
individuos infectados por transmisién madre a hijo por via vertical o por amamantamien-
to, lo que resulta en una mayor incidencia intra-familiar.

La ATL presenta caracteristicas clinicas semejantes a otras leucemias agudas. El diagnés-
tico debe considerar caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y resultados de laboratorio,
tales como la morfologia de linfocitos, el inmunofenotipo, 1a histologia de los tejidos afec-
tados en los casos de linfoma, deteccién de anticuerpos anti-HTLV-1 en plasma/suero y del
genoma viral en los cortes histologicos. Son patognoménicos los linfocitos pleomoérficos
con ntucleos hipersegmentados en forma de trébol en sangre periférica y la hipercalcemia.
En cuanto al tratamiento, hasta el momento las terapias disponibles presentan una efi-
cacia minima. Una de las tltimas estrategias empleadas consiste en el uso combinado de
zidovudina (AZT) e interferén o seguida de quimioterapia convencional.

El HTLV-1 es capaz de inducir la inmortalizacién de los linfocitos T CD4+ en cultivo, cau-
sando una proliferacién inicialmente policlonal que es seguida por una expansién de tipo
oligoclonal o monoclonal. En los pacientes con formas agudas de ATL, los linfocitos tu-
morales derivan de un Gnico clon celular y no se detecta replicaciéon viral activa en los
clones leucémicos. Se ha descrito que la proteina viral tax, que regula de forma positiva
la replicacién del virus, induce a su vez la expresién de distintos genes celulares entre los
que se encuentra el receptor de alta afinidad para la interleucina 2 (IL-2). La expresién de
este receptor esta aumentada en los linfocitos infectados, 1o que los hace susceptibles de
experimentar una expansion clonal inducida por IL-2.

La HAM/TSP es un sindrome neurolégico desmielinizante caracterizado por la destruc-
cién celular y por un proceso inflamatorio en el sistema nervioso central que afecta prima-
riamente la espina dorsal y el cerebro. Se manifiesta en individuos de edad adulta siendo
mas prevalente en mujeres. El periodo de incubacién es de 15 a 20 afios si la via de trans-
misiéon es de madre a hijo o de tipo sexual, y de 3 meses a 3 afios si la via de transmision
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fue por transfusién. La HAM/TSP se caracteriza por una debilidad de miembros inferiores
que se incrementa progresivamente hasta llegar a una discapacidad motora invalidante.
El mecanismo por el cual HTLV-1 induce la HAM/TSP no est4 claro. Actualmente se pro-
pone que la HAM/TSP es una inmunopatologia derivada de la infeccién retroviral en la
cual HTLV-1 provocaria cambios en el comportamiento normal de sus células blanco, los
linfocitos T CD4+, induciendo una respuesta de tipo Thl con produccién de altos niveles
de INF-v y IL-2. En consecuencia, los pacientes con HAM/TSP muestran niveles elevados
de citoquinas inflamatorias (particularmente citoquinas neurotéxicas tales como IFN-v'y
TNF-o) y proliferacién espontanea de linfocitos T CD4+ en regiones de la médula espinal y
altos titulos de Acs a-HTLV-1 en suero y LCR.

4.2.1. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR HTLV-1/2

Como fue mencionado previamente, la mayoria de los individuos infectados con

HTLV-1 o HTLV-2 son portadores asintomaticos del virus. No obstante, estos indi-

viduos son capaces de transmitir el virus debido a que el genoma proviral esta inte-

grado en el ADN de la célula infectada. El provirus retroviral puede ser identificado
en las células de los pacientes asintoméaticos y en aquellos con patologias asociadas

a HTLV-1. Sin embargo, ambos retrovirus estan asociados a células, no replican efi-

cientemente y por lo tanto no se encuentran frecuentemente en plasma. De esto se

desprende que la CVP de HTLV-1 o HTLV-2 no tiene un valor clinico de utilidad a

diferencia del HIV-1.

Existen tres procedimientos de laboratorio para el diagnéstico de la infeccién por

HTLV-1/2:

- Técnicasseroldgicas. La existencia de Acs especificos frente a HTLV-1 0 HTLV-2 es
diagnostico de la infeccion. Actualmente existen EIAs de nueva generacién con
formato tipo sandwich que incluyen antigenos de péptidos recombinantes y/o
sintéticos para ambos tipos virales. Las muestras reactivas deben ser confirma-
das con una técnica mas especifica como es el Western Blot. La inclusién de pro-
teinas recombinantes de HTLV-1y HTLV-2 en los reactivos actuales de Western
Blot permite el diagnostico diferencial entre ambos virus. El diagnoéstico de posi-
tividad por Western Blot requiere la deteccién de anticuerpos contra 2 proteinas
de la envoltura (TM: gp21, SU: gp46) y contra 1 de la nucleocapside (p24). Sin em-
bargo, el porcentaje de resultados indeterminados por Western Blot sigue siendo
elevado por lo que se recomienda realizar una PCR especifica para cada tipo para
confirmar la infeccién.

- Deteccion del genoma viral integrado (ADN proviral). Se realiza mediante PCR es-
pecifica para cada retrovirus y es la metodologia de eleccién para determinar el
estado de infecciéon. Las técnicas que se utilizan son la PCR anidada o PCR en
tiempo real, en formato multiplex o en reacciones individuales. Las regiones gé-
nicas amplificadas son generalmente el gen pol (HTLV-1) y el gen tax (HTLV-2).
Como muestra se utilizan células mononucleares de sangre periférica.

- Cuantificacion de la carga proviral de HTLV-1. Algunos estudios sugieren que la
determinacién de la carga proviral podria ser un indicador de progresién de la
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infeccién por HTLV-1 en portadores asintomaticos para evaluar la propensién al
desarrollo de las patologias asociadas. Si bien hasta el momento no se ha encon-
trado una asociacién positiva entre la carga proviral de HTLV-1y el desarrollo de
ATL o HAM/TSP, esta determinacién es una herramienta ttil en el monitoreo de
la eficacia de los tratamientos quimioterapéuticos o antirretrovirales. Se realiza
utilizando la técnica de PCR en tiempo real a partir de células mononucleares de
sangre periférica de pacientes infectados por HTLV-1
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5.1.INTRODUCCION

Se define como hepatitis a 1a lesién inflamatoria difusa del higado producida por variados
agentes etiologicos que clinicamente puede ser asintomatica o cursar con grados varia-
bles de insuficiencia hepatica. A nivel bioquimico, presenta en forma constante elevacion
de aminotransferasas. Dentro de las diferentes causas se encuentran agentes infecciosos,
trastornos metabdlicos, sustancias téxicas y drogas.

Las Hepatitis virales son enfermedades infectocontagiosas caracterizadas por un proceso
inflamatorio sistémico con selectividad hepatica, producidas por diferentes agentes vira-
les hepatotropos [virus de la hepatitis A (HAV), B (HBV), C (HCV), D (HDV), E (HEV)] o no
hepatotropos (CMV, EBV, etc) que causan enfermedades agudas similares clinicamente,
pero diferenciables por el modo de transmision, la evolucién y el hallazgo de los marcado-
res virologicos especificos.

Ninguno de los virus de la hepatitis es citopatico per se, de manera que las manifestaciones
clinicas que estan asociadas al dafio del tejido hepatico se deben a la respuesta que desen-
cadena el sistema inmunitario del individuo a la infeccién viral. Los sintomas pueden ser
fiebre, malestar general, anorexia, nauseas y dolor abdominal, ictericia y hepatomegalia
que, en caso de resolucion, desaparecen espontaneamente en 2 a 3 semanas.

5.2. VIRUS DE LA HEPATITIS A

HAV es un virus de ARN monocatenario lineal de polaridad positiva, que pertenece al gé-
nero Hepatovirus de la familia Picornaviridae. Cada particula viral tiene un didmetro de 27
a 32 nm y carece de envoltura. Es muy estable y puede sobrevivir en el medio ambiente por
mas de 3 meses, siendo resistente a agentes fisicos y productos quimicos, asi como a tem-
peraturas de hasta 56°C o tan bajas como -20°C.

La infeccién por HAV suele asociarse a una enfermedad autolimitada que provoca una infla-
maciéon temporal del higado (lesién del parénquima hepatico) pero que no requiere trata-
miento especifico. No obstante, en casos excepcionales la infecciéon puede asociarse a una
enfermedad grave, cuya consecuencia es una insuficiencia hepatica o la muerte.

El HAV se detecta en las heces de las personas infectadas y suele transmitirse a través del
contacto persona a persona y del consumo de agua o alimentos contaminados por las he-
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ces de individuos infectados. Esto explica su mayor prevalencia en individuos residentes
en zonas con deficientes sistemas sanitarios: la tasa de infeccién es inversamente propor-
cional a las condiciones sanitarias de la poblacién.

5.21 MARCADORES VIRALES

5.2.1.1. Acs IgM a-HAV: Se utiliza para el diagndstico de infeccion aguda, dado que siem-
pre es positivo en el inicio de 1a sintomatologia clinica, manteniéndose por 3-6 meses.
La positividad de este marcador es de denuncia obligatoria en los sistemas de vigilan-
cia epidemiologica.

5.2.1.2. Acs IgG a-HAV: Su presencia demuestra contacto previo con el virus y se deter-
mina para estudios de pre-vacunacién y seroprevalencia. Se mantiene positivo du-
rante periodos de tiempo muy largos.

La vacuna contra el HAV contiene virus inactivados. Tiene una antigenicidad cercana
al 100%, inmunidad duradera y eficacia protectora. Los Acs producidos por la vacuna
son 200 veces mayores a los producidos en una infeccién natural y darian proteccion
por aproximadamente 20 afios.

En Argentina, la hepatitis A ha ocasionado brotes epidémicos cada tres a cuatro afios
hasta el aflo 2005, momento en el que se incorpor6 la vacuna al afio en el Calen-
dario Nacional de Vacunacién (Resolucién Ministerial N°653/05). Hasta entonces la
hepatitis A era la causa principal de fallo hepdtico fulminante (FHF) en la Argentina en
nifios menores de 10 afos, llegando en algunos casos a la necesidad del trasplante
hepatico. El Giltimo trasplante realizado en la Argentina por FHF por HAV fue en el
afo 2006. La notificacién de casos de hepatitis A se redujo de mas de 40.000 casos/
afio (2004) a menos de 2.000 (2008). La vacuna contra el HAV puede inducir concen-
traciones protectoras de anticuerpos antes del periodo de incubacién habitual de 30
dias de la infeccidn, por lo que es posible utilizar 1a vacuna para interrumpir un brote.
Se recomienda administrar la vacuna dentro de las 2 semanas posteriores a la expo-
sicién al HAV, a personas de 12 meses a 40 afios.

5.2.1.3. Deteccién del HAV: La deteccibén de virus en heces o en sangre mediante téc-
nicas de EIA de captura de antigeno o del genoma por RT-PCR no se realiza rutinaria-
mente y sélo se emplea en estudios de investigacion.

5.2.2. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE RESULTADOS

5.2.2.1. INDIVIDUO CON HEPATITIS A AGUDA: Con un periodo de incubacién de la
enfermedad que oscila entre 15 y 30 dias, la infeccién proporciona inmunidad per-
manente (durante toda la vida) con presencia de Acs IgG a-HAV. Las personas que
padecen hepatitis A transmiten la infeccién durante la segunda mitad del periodo
de incubacién y contintian haciéndolo hasta algunos dias después del inicio de la
ictericia. En los casos anictéricos (ausencia de icteria), el periodo de mayor transmi-
sién de la enfermedad coincide con la elevaciéon maxima de los niveles de las transa-
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minasas. Luego de la primera semana de la ictericia, es probable que la mayor parte
de las personas no sean transmisoras, aunque se han identificado viremias de larga
duracién (hasta 30 a 45 dias). En las formas recidivantes, la persona vuelve a eliminar

particulas virales infectivas.
La Figura 13 esquematiza el curso natural de una infeccién aguda por HAV.

A continuacién se describen formas clinicas que aparecen con menor frecuencia,

pero que tienen caracteristicas particulares:

- Hepatitis fulminante: forma grave de hepatitis caracterizada por la aparicién
de insuficiencia hepatica, marcada por la coagulopatia, ictericia y encefalopatia.

- Hepatitis colestasica: se presenta con colestasis marcada (valores de fosfatasa
alcalina y bilirrubina elevados), generalmente acompafiada de prurito y escasa-

mente con alteraciones de la coagulacion.

- Hepatitis bifasica: luego de que se ha producido la recuperacién del cuadro ini-

cial de hepatitis, reaparecen signos clinicos y/o de laboratorio.

- Hepatitis prolongada: las manifestaciones clinicas y de laboratorio de hepatitis

se extienden por un periodo mayor a 3 meses.

En los nifios menores de 7 afios la hepatitis A es oligo o asintomatica en un 70 a 80%
de los casos, pero son los que més excretan virus y, por consiguiente, los mayores
transmisores de la infeccién. Entre los adultos solo el 25% de los casos no presenta
sintomas. Tanto en los adultos como en los nifios el proceso es autolimitado: mas
del 85% de las personas con hepatitis A se recuperan en un periodo de tres meses,
con un lapso que varia entre 1a 2 semanas hasta 5 a 6 meses. La infeccion por HAVno
evoluciona a la cronicidad. La forma bifasica se presenta en un 8% a un 10% de los ca-
sos, mientras que la hepatitis fulminante con necrosis hepatica es muy excepcional

y puede ser mortal.
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Figura 13. Curso natural de la infeccién aguda por HAV. Se detallan los principales
marcadores viroldgicos de infeccién y sintomas asociados. Obtenido de Hepatitis A: CDC
Viral Hepatitis Serology Training (https://www.youtube.com/watch?v=SB5BTwZ-Yd8).
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5.2.2.2. INDIVIDUO CON INFECCION RESUELTA O VACUNADO: La presencia de
Acs IgG a-HAV indica, dependiendo de la situacioén, el contacto previo con el virus, la
resolucién de una Hepatitis A aguda o la efectividad del esquema vacunal.

5.3.VIRUS DE LA HEPATITIS B

EL HBV es un virus de genoma de DNA circular doble cadena parcial que pertenece al
género Orhtohepadnavirus de la familia Hepadnaviridae. El virion completo (denominado
particula de Dane) de 42 nm de diAmetro se compone de: (i) una envoltura formada por pro-
teinas virales (antigenos de superficie) y bicapa lipidica derivada del hospedero, y (ii) una
particula central (core) compuesta por proteinas de la nucleocapside (antigeno del core), el
genoma viral y un complejo polimerasa. HBV también genera particulas esféricas (20-22
nm de didmetro) o filamentosas compuestas sblo por proteinas de la envoltura (antigeno
de superficie) por lo que no son infecciosas. Estas particulas son mucho mas numerosas
que los viriones, en proporcién de 1.000 — 10.000 particulas por cada virion.

El genoma del HBV (-3.2 kB) presenta 4 marcos abiertos de lectura (ORF: open reading frame)
parcialmente solapados que codifican las distintas proteinas virales:

- ORF PreS/S codifica 3 proteinas de envoltura diferentes (HBAgS: antigeno de su-
pertficie), estructuralmente relacionadas, que se sintetizan a partir de codones de
iniciaciéon alternativos y se denominan grande (HBsAg-L), media (HBsAg-M) y pe-
queiia (HBsAg). Las 3 proteinas tienen diferentes extensiones del extremo amino
terminal pero comparten el mismo extremo carboxilo terminal. Estas proteinas
contienen los principales dominios antigénicos virales, en particular, el determi-
nante “a” que lleva el dominio de neutralizacién de los Acs a-HBs.

- ORF P codifica la polimerasa viral, una proteina multifuncional que posee activida-
des de transcriptasa inversa, ADN polimerasa dependiente de ADN y ARNasa H, y
también funciona como una proteina terminal para la iniciacion.

- ORF pre-Core/Core codifica la proteina estructural de la nucleocapside viral (HBcAg:
antigeno del core) y 1a proteina “e” no estructural secretada (HBeAg: antigeno e). Es-
tas 2 proteinas virales derivan de la iniciacién alternativa de la traduccién en 2 codo-
nes de iniciacién en marco.

- ORF X codifica la proteina reguladora X que es esencial para la replicacién viral y
puede modular directa e indirectamente la expresion de genes del hospedero y del
virus.

Lainfeccién del HBV ocurre por la exposicion directa con la sangre o sus derivados, a través
del contacto sexual y por transmisién vertical. Mas del 60% de las infecciones por HBV son
asintomaticas.

Luego de una infeccién aguda, aproximadamente el 5% de los adultos, mas del 90% de los
neonatos y hasta el 30% de los nifios menores de 5 afios pueden evolucionar a la cronici-
dad. Alrededor del 1% de los cuadros sintoméaticos agudos pueden desarrollar insuficiencia
hepatica. La hepatitis fulminante se produce en menos del 1% de los casos de hepatitis B,
pero en nuestro pais representa la causa mas frecuente de trasplante hepatico en adultos
por hepatitis fulminante. Se define infeccién cronica por HBV a la persistencia del HB-
sAg por mas de 6 meses.
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Se calcula que existen 350 millones de personas a escala mundial infectadas crénicamen-
te con el HBV, de las cuales el 25% termina sufriendo graves dafios hepaticos (fibrosis y
cirrosis) con el paso de los afios. En los casos graves, la hepatitis B puede ocasionar insu-
ficiencia hepatica y resultar mortal. El HBV es el causante de hasta el 80% de los casos de
cancer de higado en todo el mundo.

Existe una vacuna eficaz para prevenir el HBV. También hay distintos tratamientos que
pueden reducir o detener la progresién de la enfermedad.

5.3.1. MARCADORES VIRALES

Las técnicas seroldgicas actuales permiten detectar, en los pacientes infectados, los
antigenos del HBV yla respuesta de Acs frente a dicha infeccién con distintos grados
de sensibilidad y especificidad. Su determinacién cualitativa y cuantitativa nos per-
mite realizar un diagnéstico, establecer un pronoéstico fiable de 1a infeccién, con o sin
tratamiento, y conocer la susceptibilidad de la poblacién a la infeccién por HBV para
adoptar medidas de prevencién. Los métodos serolégicos utilizados habitualmente
en el laboratorio para la determinacién de los marcadores de HBV (HBsAg, HBeAg,
Acs a-HBc, Acs a-HBe, Acs a-HBs) se basan en la tecnologia del EIA. Suelen utilizarse,
sobre todo, técnicas de EIA tipo sandwich y EIA competitivo.

5.3.1.1. HBsAg (antigeno de superficie): Fue llamado inicialmente antigeno Austra-
liano, pues fue el primer marcador identificado por Bloomberg en un aborigen aus-
traliano. Se sintetiza en el citoplasma del hepatocito independientemente de los
viriones completos y se excreta fuera de la célula en forma de agregados esféricos o
filamentosos que se pueden detectar libres en el suero. Aparece muy pronto después de
la infeccidon y se detecta en todas las fases de la misma. Si la evolucioén es favorable, desa-
parecera paulatinamente. Por el contrario, su persistencia al cabo de 6 - 8 semanas o
la ausencia de una disminucién significativa en su titulo tras el 1° mes de la enferme-
dad son indicadores de mal prondstico y de evolucién a la cronicidad.

La positividad de este marcador por mds de 6 meses de la infeccion define la situacion
de infeccion persistente. Con frecuencia, esta persistencia del virus origina una in-
feccion cronica y, eventualmente, una enfermedad hepdtica cronica. La infeccién de
aquellos pacientes con HBsAg detectable en suero y que no presentan marcadores
de replicacién virica ni signos de lesién hepética se define como infeccion cronica in-
activa del HBV. En ciertas ocasiones pueden presentarse resultados falsamente po-
sitivos al HBsAg, que deben confirmarse con la realizaciéon de técnicas de neutraliza-
cion con Acs a-HBs de alto titulo. La prueba de confirmacion debe realizarse siempre ante
cualquier resultado positivo para HBsAg que se observe en una muestra negativa para Acs
a-HBctotal 0 Acs IgM a-HBc, 0 en cualquier muestra con bajo nivel de reactividad. Cuando
es positiva, el seguimiento del paciente debe realizarse con pruebas de deteccién
del ADN-HBV. Sin embargo, la reactividad aislada para HBsAg puede deberse a un
estadio precoz de la infeccién aguda por HBV.

La sangre de personas infectadas con HBV contiene, adicionalmente a las particulas
infectivas intactas del HBV, un excesivo ntimero de particulas mas pequeilas “va-
cias” no infecciosas que contienen asimismo el HBsAg. Todas las particulas tienen
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en comun al determinante a del HBsAg, objetivo principal de la respuesta inmune y
vacunal..

En condiciones de seleccién inmune externas (causadas por tratamiento antiviral o
por el propio sistema inmunolégico), el HBV puede expresar diferentes tipos de mu-
tantes del HBsAg (llamados mutantes de escape). Algunos mutantes pueden hacer que
los analisis HBsAg de uso comercial pierdan su capacidad de deteccién. Asi, diversas
marcas comerciales han modificado sus ensayos a fin de poder detectar las mutantes
de escape mediante el empleo de Acs monoclonales y policlonales anti-HBs. Algunos
equipos comerciales permiten titular la concentracién de HBsAgy su objetivo es ser
utilizado para la respuesta al tratamiento.

5.3.1.2. Acs a-HBs (Acs contra el antigeno de superficie): Indica recuperacion o resolu-
cion de la enfermedad, iltimo marcador en aparecer, haciéndolo generalmente a los 3
meses de evolucion de 1a enfermedad aguda. Persiste durante muchos afios, es capaz
de neutralizar el virus y de conferir protecciéon frente a la reinfecciéon.

En los individuos vacunados con respuesta inmunoldgica es el tinico marcador presente.
Es recomendable el testeo de Acs a-HBs a las 4 semanas después de la Giltima dosis
en el personal de la salud, parejas de portadores créonicos de HBV e inmunocompro-
metidos, considerandose que existe proteccion si el nivel de Acs es mayor a 10 mUI/
ml. Quienes no respondan, deben ser vacunados nuevamente con un esquema com-
pleto. No est indicada la revacunacion en personas inmunocompetentes.

La introduccién de la vacunacion frente al HBV y el monitoreo de la respuesta inmu-
ne a la vacuna hizo necesario el desarrollo de técnicas serologicas cuantitativas. La
mayoria de los EIA comerciales incorpora un panel de Acs a-HBs de cuantificacion.
El panel incluye habitualmente 5 o 6 estandares que contienen una concentraciéon
creciente y conocida de un Ac policlonal humano a-HBs, expresada en mUI/ml (O, 10,
30,100,300y 1.000 mUI/ml). Los resultados de las muestras estudiadas en el mismo
ensayo se comparan con los valores de una curva de calibracién estindar obtenida a
partir del panel de cuantificacién.

5.3.1.3. Acs a-HBc (Acs contra el antigeno del core): Se suele detectar mediante 2
tipos de ensayos:

- Acs a-HBc totales: Acompaiia siempre a los Acs a-HBs tras la recuperacion, asi
como al HBsAg durante la persistencia. Su hallazgo como tinico marcador puede re-
flejar una infeccién pasada y resuelta, dada la larga persistencia de estos Acs en el
suero. Sin embargo, dicho hallazgo no asegura la protecciéon frente a la reinfeccién,
ya que los Acs a-HBc no poseen capacidad neutralizante.

- AcsIgM a-HBc: Es un indicador de infeccion aguda reciente. No sélo se detecta du-
rante la fase aguda, sino que también puede detectarse, ocasionalmente, en los casos
de enfermedad crénica con replicacién activa del virus y lesiéon hepatica, aunque su
concentracién suele ser menor. Algunas pruebas comerciales modifican deliberada-
mente la sensibilidad para que inicamente ocasionen reacciones positivas en los ca-
sos de infeccién aguda. La persistencia de los Acs IgM a-HBc es variable, pudiéndose
prolongar hasta 12 - 18 meses, con titulos decrecientes, en los casos de enfermedad
aguda autolimitada.
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5.3.1.4. HBeAg / Acs a-HBe (antigeno e / Acs contra el antigeno e): E1 HBeAg se
excreta en forma libre de los hepatocitos infectados y se detecta en el suero de la
mayoria de los enfermos que se encuentran en la fase aguda, asi como en algunas
formas de enfermedad crénica en las que, histolégicamente, suele corresponderse
con patrones de hepatitis crénica activa. El valor diagnoéstico de la deteccién de este
antigeno se basa en su excelente correlacion con la presencia de replicacion del virus y
viremia. La sangre de los individuos positivos para HBeAg debe considerarse siem-
pre con alto nivel de infectividad. El estudio del HBeAg es necesario en todos los
pacientes con infeccién crénica por HBV. La mayoria de los pacientes que resultan
positivos para HBeAg presentan valores de viremias entre 10°y 108 copias/ml.

La desaparicion del HBeAg en la evolucién de una hepatitis crénica suele indicar un
buen prondstico y con frecuencia el inicio de una fase de erradicacioén del virus que
conduce a la resolucién total de la infeccién. Sin embargo, también puede suceder
que la ausencia de HBeAg en el suero de un paciente crénico coexista con una
replicacién viral persistente, lo que implica un peor pronéstico de la enfermedad
(infecciones crénicas por variantes pre-core defectuosas). Por lo tanto, la deteccién del
ADN-HBV es imprescindible para caracterizar estos casos.

La aparicion de los Acs a-HBe en el curso de una infeccién aguda indica, generalmen-
te, buena evolucién y una baja infectividad del paciente. En la mayoria de los casos
se detecta poco antes de que desaparezca el HBsAg, pudiendo mantenerse positivo
durante varios afios después de la infeccién. En los casos de hepatitis cronica en los
que coexiste con HBsAg suele indicar escasa actividad replicativa del HBV, coinci-
diendo casi siempre con diagndsticos histolégicos de higado “normal” o de hallaz-
gos histolégicos hepaticos compatibles con hepatitis crénica con bajos indices de
lesién hepética. En contraste, en las infecciones cronicas por variantes pre-core defec-
tuosas, la seroconversién para los Acs a-HBe no supone una mejoria ni clinica ni
histolégica y se asocia con mucha frecuencia a cuadros histologicos de hepatitis
crénica activa y/o cirrosis (ver item 3.2.4).

5.3.1.5. ADN-HBV: La deteccion del ADN-HBV en el suero o plasma constituye el marcador
de eleccion para detectar la viremia y refleja la replicacion del virus en los hepatocitos. E1
ADN-HBV es detectable en un elevado niimero de pacientes HBeAg positivos y su
positividad se suele correlacionar con el HBcAg intrahepatico, con la ventaja de que
su determinacioén no precisa biopsia. Actualmente existen métodos comerciales
muy sensibles, rapidos y sencillos que permiten detectar y cuantificar la viremia
mediante este marcador. La determinacién cuantitativa del ADN-HBV es importan-
te en el seguimiento y el tratamiento de pacientes con infeccién crénica por HBV.

5.3.1.6. Deteccién de mutantes de resistencia al tratamiento: Se han desarrolla-
do pruebas capaces de detectar la apariciéon de mutantes potencialmente resisten-
tes al tratamiento.

5.3.2. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE RESULTADOS

Es importante recordar que, aunque la sensibilidad y especificidad absolutas son
parametros que debemos considerar en cualquier técnica, los valores predictivos po-
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sitivo y negativo, que variaran en funcién de la poblacién estudiada, son los més im-
portantes en la practica clinica. Esto quiere decir que se debe aplicar siempre el ensayo
adecuado a la poblacion que lo requiera.

Es también importante mencionar que el laboratorio no debe ser un mero emisor
de resultados validados, sino que tiene que emitir un informe que interprete el con-
junto de los resultados obtenidos en el estudio de cada muestra. Por todo ello, se
deben escoger los marcadores adecuados en funcién del cuadro clinico del paciente
y, en ocasiones, aplicar algoritmos diagnosticos, utilizando los ensayos de un modo
secuencial (Figura 14).

HBsAg Acs a-HBc total Acs a-HBclgM Acs a-HBs

— — no contacto 9 VACUNACION

— + — + Infeccion resuelta
+ + + -— Infeccion Aguda
+ + — -— Infeccion Cronica
_ ¥ — — ALGORITMO A
ALGORITMO A
VACUNACION
(1° dosis)
Acs a-HBs
2-4 semanas

' ™
Acs a-HBs(-) Acsa-HBs(+) = Infeccidon resuelta

|

PCR ADN-VHB

r Y
ADN-HBV ( +) ADN- HBV(-)

|

HEPATITIS B VACUNA
OCULTA Completar Esquema

Figura 14. Algoritmos diagnoésticos para la infeccién con el HBV

5.3.2.1. Individuo sin contacto previo con el HBV: A estas personas se les reco-
mienda realizar el esquema de vacunacion completo (3 dosis: tiempo O, al mes, y a
los 6 meses) sobre todo si forman parte del considerado grupo de riesgo (personal
sanitario, convivientes con enfermos agudos o portadores de HBV, recién nacidos
de madres portadoras de HBV, pacientes en programa de hemodialisis, pacientes
en programa de trasplantes, pacientes que requieran multiples transfusiones de
sangre o hemoderivados, etc).
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Los estudios post-licencia de la vacuna han demostrado que tras las 3 dosis se indu-
ce una respuesta protectora de Acs en el 95%-98% de los individuos vacunados, por
lo cual es necesario al finalizar el esquema realizar el dosaje de Acs a-HBs (30-60 dias). Se
consideran titulos protectores los iguales o superiores a 10 mU/ml de Acs a-HBs,
pudiéndose encontrar estos niveles normalmente a partir de la 2° semana de la 2°
dosis.

De manera general, l1a respuesta inmunitaria es mayor en nifios y adolescentes que
en adultos. Varios estudios han demostrado que tras 3 dosis, tanto en los nifios
como en los adultos que hayan desarrollado Acs protectores, la proteccién tiene
una duracién de al menos 15 afios. A pesar del decaimiento de los Acs protectores
en el tiempo, debido a la presencia de una memoria inmunolégica, se establece la
respuesta inmune tras la exposicién al virus en individuos inmunocompetentes.
Dentro del calendario vacunal, se pueden emplear 2 pautas de vacunacion:

- coninicio al nacimiento y continuacién a los 2 y 6 meses de edad

- coninicio alos 2 mesesy continuacién a los 4 y 6 meses

Los hijos de madres HBsAg positivo deben recibir una dosis de vacuna y la gammaglobu-
lina-hiperinmune (GGHI) a-HBV en las primeras 12 horas tras el nacimiento. La 2° dosis
se administrard al mes de vida y 1a 3° dosis a los 6 meses. En los casos de desconoci-
miento del HBsAg de la madre se deberd administrar la vacuna en el neonato al na-
cimiento e investigarlo de manera que, en caso de ser positivo, pueda administrarse
la GGHI a-HBV en la 1’ semana de vida.

5.3.2.2. Individuo con infeccidon resuelta: La presencia de Acs a-HBc totales y Acs
a-HBs junto con HBsAg negativo, indica el contacto previo con el virus y la resolu-
cién de una Hepatitis B aguda.

5.3.2.3. Individuo con Hepatitis B aguda: El perfil de los marcadores serolégicos
en la infeccién aguda esta claramente definido y permite seguir en cada paciente la
evolucién de la infeccién. A las 6 semanas después de la infeccion viral se detectan
HBsAg y marcadores de replicacién viral activa (HBeAg y ADN-HBV) previamente
al comienzo de los sintomas clinicos o alteraciones bioquimicas. Estos marcadores
permanecen positivos durante toda la fase prodrémica y al inicio de la fase clinica
(Figura 15).

El diagnéstico de Hepatitis B aguda puede establecerse por demostrar la presencia de Acs
IgM a-HBc junto al HBsAg. A los 6 meses ya pueden desaparecer los Acs IgM a-HBc
predominando una respuesta de Acs a-HBc totales que persiste indefinidamente.
A los 4-6 meses suele desaparecer el HBsAg y aparecen los Acs a-HBs los cuales se
asocian con la recuperacion de la infeccién por HBV y con la inmunidad a la rein-
feccién por este virus.

El HBeAg es detectable durante todo el periodo de replicacién activa del HBV. En
casi todos los casos de infeccién aguda, el HBeAg aparece simultdneamente o a los
pocos dias del HBsAg, y declina en paralelo con el HBsAg, siendo reemplazado con
un pico de Acs a-HBe al comienzo de la recuperacién clinica. Los Acs a-HBe pueden
persistir por 1-2 afios luego de la resolucion de la infeccién por HBV.
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Figura 15. Curso natural de la Hepatitis B aguda.
Obtenido de Hepatitis B: CDC Viral Hepatitis Serology Training
(https://www.youtube.com/watch?v=2leVTfOotUw)

5.3.2.4. Individuo con Hepatitis B crénica: Estos pacientes padecen una enferme-

dad necroinflamatoria crénica del higado causada por la infeccién persistente del

HBV. En la mayoria de los individuos cronicamente infectados se detecta HBsAg en suero

por mds 6 meses. A nivel clinico se observa la elevacién persistente o intermitente

de las transaminasas y la biopsia hepatica presenta actividad necroinflamatoria y

grados variables de fibrosis. Casi todos los pacientes cronicamente infectados pre-

sentan titulos elevados de Acs a-HBc totales en la sangre (Figura 16).

Los pacientes con infeccién crénica se pueden clasificar como:

- hepatitis B cronica con HBeAg positivo: caracterizados por alta tasa replicativa vi-
ral (ADN-HBV > 2.000 UI/ml). Estos pacientes son altamente infecciosos para
sus contactos y tienden a tener un dafio hepéatico sustancial. Aproximadamente
10% de estos pacientes presentan reversion espontanea a un estado replicativo
bajo en el cual se pierde HBeAgy se adquieren Acs a-HBe.

- hepatitis B cronica con HBeAg negativo: caracterizados por baja tasa replicativa vi-
ral (ADN-HBV < 2.000 Ul/ml). La infectividad y dafio hepatico estan limitados
por lo que estos pacientes tienden a ser asintomaticos o presentar escasos sin-
tomas de hepatitis.
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Figura 16. Curso natural de Hepatitis B cronica.
Obtenido de Hepatitis B: CDC Viral Hepatitis Serology Training_
(https://www.youtube.com/watch?v=21eVTfOotUw)

Durante la persistencia viral, puede excepcionalmente generarse variantes con
mutacién pre-core que no producen HBeAg. La variante G1896A es la més fre-
cuentemente detectada. La variante pre-core mutado suele coexistir en un mis-
mo paciente junto a la cepa dominante que si expresa el HBeAg (paciente con
Hepatitis B cronica HBeAg positivo). Durante la evolucién de la enfermedad, la
seroconversién HBeAg/a-HBe (desaparicién de HBeAg, aparicién de Acs a-HBe)
hace que la variante pre-core mutado escape al control inmunolégico, se haga
predominantes y prolifere profundizando el dafio hepatico. Estos pacientes pre-
sentan un perfil serolégico similar a los pacientes con Hepatitis B cronica HBeAg
negativo pero con cargas virales tipicamente altas (ADN-HBV >2.000 Ul/ml),
aumentos de los valores de transaminasas y alteraciones en la biopsia hepatica
(inflamaci6én-necrosis).
En pacientes con hepatitis B crénica que desarrollan cirrosis, la incidencia
anual de descompensacién hepatica es del 3%. Las manifestaciones principales
de descompensacion son ascitis (49%), ictericia (12%) y sangrado de varices eso-
fagicas o gastricas (9%).
Los pacientes con HBV pueden desarrollar hepatocarcinoma a partir de 1a hepa-
titis crénica. E1 ADN-HBYV se integra al genoma del hospedero, provocando mu-
taciones y muchas veces hepatocarcinogénesis. El riesgo de hepatocarcinoma
en hepatitis B cronica es 0,2-0,6% por afio y se incrementa a 2% por afio ante la
presencia de cirrosis. El riesgo de hepatocarcinoma es mayor en pacientes con
replicacion viral activa. La tasa de mortalidad es de 14-20% a 5 afios en pacientes
con cirrosis compensada, y 70-86% en enfermos con cirrosis descompensada.

86



Capitulo V
HEPATITIS VIRALES

5.3.3. INTERPRETACION DE RESULTADOS EN PATRONES SEROLOGICOS ESPECIALES

5.3.3.1. Reactividad aislada para Acs a-HBc en ausencia de HBsAg y Acs a-HBs

(ALGORITMO A, Figura 14): Es un patrén frecuente al estudiar individuos con préc-

ticas de riesgo (10-25%). Este patréon puede responder a:

- excepcionalmente, puede ser reflejo de una infeccién crénica con muy baja o nula
expresion de HBsAg, 1o que podria ponerse de manifiesto o descartarse investi-
gando la presencia del ADN-HBV por técnicas de amplificacién genémica cuando
el caso lo justifique. Aun asi, la positividad aislada de Acs a-HBc no garantiza in-
munidad a la reinfeccién, por lo que no se debe tomar como criterio de exclusion
paralavacunacién.

- menos frecuentemente, puede deberse a reacciones inespecificas ligadas a com-
ponentes séricos no identificados sensibles a agentes reductores. La confirmacion
de especificidad se puede basar en el estudio de Acs a-HBe y valorando las caracte-
risticas epidemioldgicas y el riesgo a la infeccién por HBV del individuo estudiado.

- mas frecuentemente, puede indicar una respuesta inmune incompleta frente a
una infeccién previa por HBV. Esto se corrobora aplicando una dosis de la vacuna
y evaluando la presencia de Acs a-HBs a las 2-4 semanas (Figura 14: Algoritmo A).

En el caso que se detecten los Acs a-HBs estamos ante una respuesta inmune incom-
pleta o pérdida de Acs por infeccién natural con el HBV, por lo cual no seria necesa-
ria la vacunacion.

En el caso que no se detecten los Acs a-HBs, se debe investigar la presencia sérica de
ADN-HBV. Si la CV es no detectable, se considera que el individuo presenta una
respuesta inmune incompletay se le realiza el esquema vacunal completo (3 dosis).
Si el individuo presenta CV, se considera estar en presencia de una hepatitis B ocul-
ta, 1a cual se define como la presencia de ADN-HBV detectable (bajas concentraciones:
<200 Ul/ml = 1.000 copias/ml)en ausencia de HBsAg. Bioldégicamente el aclaramiento
del virus es clasicamente caracterizado por la emergencia de Acs a-HBs en el perfil
serol6gico. Sin embargo el virus puede perpetuarse debido a su peculiar ciclo de
vida, que permite la conversién del genoma del HBV en un ADN circular cerrado co-
valentemente (ADNccc). La estabilidad y larga persistencia de las moléculas virales
ADNccc junto con la larga vida media de los hepatocitos implica que la infeccién
coSn HBV, una vez que ha ocurrido podria continuar toda la vida.

No obstante, atin se desconoce la causa de que los portadores de hepatitis B oculta sean
HBsAg negativos a pesar de la presencia del episoma viral en el higado. Existen distintas
hipétesis, desde variantes del virus que producen una proteina S modificada (mu-
tantes S), o mutaciones capaces de inhibir la expresiéon del gen S y/o la replicacién
del virus. La relevancia clinica de la hepatitis B oculta radica en el impacto en dife-
rentes situaciones como la posibilidad de transmisién de esta infeccién, la reacti-
vacion, el efecto que pudiera tener en pacientes con enfermedad hepatica crénica y
la probabilidad de relacionarse con el carcinoma hepatocelular.
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5.3.3.2. Reactividad confirmada de HBsAg en ausencia de Acs a-HBc total: Este
patrén es poco frecuente, en ocasiones, de débil reactividad y sélo detectable si se uti-
lizan métodos de deteccién de HBsAg de sensibilidad < 0,3 ng/ml (0,03 UPE/ml). Si
bien puede darse en la Fase aguda precoz de una hepatitis B: (debiendo confirmarse con
la deteccion del ADN-HBV utilizando la misma muestra), en general suelen ser falsos
positivos metodologicos especialmente ante resultados con relacién de positividad
bajos cuando se usan ensayos de electroquimioluminiscencia.

5.3.3.3.Reactividad aislada para Acs a-HBs en individuos no vacunados: Es un pa-
tréon muy poco frecuente (0,1-0,5%), que no se asocia a ninguna poblacién definida.
Responde en muchos casos a reacciones inespecificas, mediadas por Acs IgM capa-
ces de unirse al HBsAg.

5.3.4. SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON HEPATITIS B CRONICA

Una vez confirmada la hepatitis crénica (HBsAg detectable en suero por mas 6 me-
ses) y determinado el tipo de cronicidad (HBeAg positivo o HBeAg negativo), el segui-
miento de la evolucién de la enfermedad se realiza basicamente con la medicion de
las transaminasas, la CVP del HBV y la evaluacién de la fibrosis hepatica por com-
binacién de métodos no invasivos para la valoracién inicial (ecografia abdominal,
elastografia y scores de funcionalidad hepética). Se reserva la biopsia hepéatica ante
la necesidad del diagnéstico diferencial con otras patologias, o ante la discrepancia
en los resultados de los métodos no invasivos para la valoracion de la fibrosis. En
el caso de que existan hallazgos clinicos, imagenolédgicos y endoscopicos de cirrosis
y/o hallazgos compatibles con hipertensién portal clinicamente significativa, estos
criterios seran suficientes para el diagnoéstico de cirrosis.

La indicacién actual del tratamiento se basa fundamentalmente en la combinacién
de tres criterios: transaminasas (ALT: alanina aminotransferasa), CVP-HBV y fibrosis
hepatica, tomando en cuenta ademas el estado general de 1a persona y la disponibili-
dad de las drogas antivirales (Tabla 5).

El HBeAg/Acs a-HBeAg ya no diferencia distintos grupos de personas a tratar, dado
que los tltimos consensos recomiendan considerar el mismo punto de corte del
CVP-HBYV tanto en personas HBeAg positivo como en HBeAg negativo.

Se recomienda el tratamiento de todas las personas con hepatitis B crénica con edad
>12 afios (incluyendo embarazadas y mujeres en edad reproductiva) portadoras de un
ADN-HBV > 2.000 Ul/ml y/o niveles de ALT que superen el limite superior al normal
y con una histologia hepéatica que muestre inflamacién de grado moderado a severo
y/o fibrosis significativa (F2 o mayor por score METAVIR) o bien pacientes con cirro-
sis independiente de los valores de CVPy ALT. También el tratamiento es recomenda-
do para pacientes con coinfecciones (HIV, HDV, HCV), antecedentes familiares de he-
patocarcinoma o cirrosis, inmunosupresion (ejemplo: uso de créonico de corticoides,
trasplante de 6rganos sélidos o de precursores hematopoyéticos, etc), comorbilidades
(diabetes, disfuncién metabdlica vinculada a esteatosis hepatica), manifestaciones
extrahepaticas (glomerulonefritis o vasculitis), independientemente de la fibrosis, el
valor de CVP o el de ALT.
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Tabla 5. EVALUACION DEL PACIENTE CON HEPATITIS B CRONICA

CIRROSIS ADN-HBV ALT/FIBROSIS TRATAMIENTO INDICACIONES

SI cualquier valor cualquier valor SI Monitoreo de CVPy ALT
semestral

Iniciar vigilancia de
hepatocarcinoma (HCC)
Ante descomposicién
cirrética, evaluar
trasplante hepatico

NO >2000 Ul/ml ALT elevaday/o SI Monitoreo de CVPy ALT
Fibrosis F2-3 semestral

En pacientes HBeAg
positivo: monitorear
HBeAg/Acs a-HBe cada
6 meses

En paciente HBeAg
negativo: monitorear
HBsAg cada 12 meses.

ALT normal y/o NO Monitoreo de CVPy ALT
Fibrosis FO-1 semestral

Evaluar fibrosis cada 2

anos

<2000 UI/ml ALT elevada y/o NO Descartar otras causas
Fibrosis F2-3 etioldgicas.

Monitoreo de CVPy ALT
semestral

Evaluar fibrosis cada

1-2 afios

ALT normal y/o NO Monitoreo de CVy ALT
Fibrosis FO-1 semestral

Evaluar HBsAg cada 12

meses

Evaluar fibrosis cada

2-3 afios
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5.3.5. PRINCIPIOS GENERALES DEL TRATAMIENTO DE HEPATITIS B CRONICA

El objetivo del tratamiento es erradicar o disminuir en forma significativa y sostenida la
replicaciéon viral. De esta manera se puede mejorar la calidad de vida y 1a sobrevida de
los pacientes mediante la prevencién del desarrollo de cirrosis, de la descompensacién
de la cirrosis, de la enfermedad hepatica terminal, del HCC y de la muerte relacionada
con la enfermedad hepatica. Ademas, el tratamiento previene la transmisién mater-
no-fetal, 1a reactivacion de la infeccién por el HBV y la prevencion y el tratamiento de
las manifestaciones extrahepaticas.

Los enfermos con Hepatitis B crénica candidatos a terapia (ver TABLA 5) deben ser
sometidos a una evaluacion inicial pre-tratamiento que consta de:

- Pruebas de laboratorio que evaliien la enfermedad hepdtica: plaquetas, transami-
nasas, fosfatasa alcalina, bilirrubina, albtimina, tiempo de protrombina.

- Pruebas que midan la presenciay replicacion del HBV: CVP del ADN-HBV.

- Evaluacion de la fibrosis hepdtica: elastografia por ultrasonido.

En Argentina, los antivirales recomendados para el tratamiento incluyen:

- Fdrmacos de primera linea: analogos nucleés(t)idos con alta barrera genética al
virus como Entecavir (ETV), Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) y Tenofovir ala-
fenamida (TAF).

- Fdrmacos de segunda linea: se recomienda el uso de TDF en pacientes con fallo
confirmado o sospechado a 3TC, ETV, adefovir o telbivudina. Se puede conside-
rar el uso de TAF como alternativa.

Eltratamiento antiviral es de porvida, y 1os criterios de respuesta al mismo inclu-
yen la evaluacion de 3 criterios:

- Criterio bioquimico: normalizacién o mejoria de las transaminasas.

- Criterioviroldgico: negativizacién o disminucién de la CVP-HBV, negativizaciéon
de los antigenos (HBeAg y HBsAg) y seroconversion (aparicién de Acs a-HBe y

Acs a-HBs).
- Criterio histoldgico: mejoria en los parametros histologicos (fibrosis y/o necro-
sis).

En base a estos criterios, la respuesta terapéutica puede ser:

- parcial: cuando mejoran los pardmetros pero no alcanza al criterio de respuesta
completa.

- completa: cuando hay respuesta bioquimica y virologica con negativizacién del
HBsAg.

- sostenida: cuando hay normalizacién de las transaminasas, negativizaciéon de
los marcadores serologicos (incluyendo aparicion de Acs a-HBs) y mejoria en el
puntaje necrosis/fibrosis.

La suspension del tratamiento solo se puede considerar en personas sin cirrosis
cuando presente:

- seroconversion de HBeAg (HBeAg negativo y Acs a-HBe positivo) por mas de 1
afio.

- valores normales de ALT persistentemente.

- CVP-HBV no detectable persistentemente.
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La reanudacion del tratamiento se recomienda cuando hay signos de reactiva-
cibén: positivizacién de HBeAg, alteracién de la ALT o aparicién nuevamente de
CVP-HBV.

5.3.6. TRANSMISION VERTICAL
La deteccién precoz de la infeccién por HBV de la mujer embarazada y/o de su pareja
y el adecuado y oportuno tratamiento son estrategias fundamentales para la preven-
cién de la transmisién perinatal. Por ello, como primera medida se recomienda el
seguimiento de las embarazadas mediante la determinacion del HBsAg.
Los niflos que se infecten de modo perinatal presentan un alto riesgo de desarrollar una
infeccion cronica (>85%). La infeccién intrauterina es rara (<5%).
Se recomienda que las mujeres embarazadas con HBsAg positivo que cumplen con
los criterios de tratamiento reciban la profilaxis con Tenofovir Disoproxil Fumarato
(TDF) o Tenofovir Alafenamida (TAF). En el caso de no cumplir con los criterios, debe
repetirse la CVP-HBV en la semana 26-28 de gestacion, indicando solo el tratamiento
sila CVP-HBV >200.000 Ul/ml (si la CVP-HBV < 200.000 UI/ml], el riesgo de trans-
misién es bajo no recomendandose el tratamiento).
Un recién nacido sin la inmunoprofilaxis hijo de una mujer con HBsAg y HBeAg positi-
vos adecuada tiene un 90% de probabilidad de contraer la infeccion.
Un recién nacido sin la inmunoprofilaxis hijo de una mujer con HBsAg positivoy HBeAg
negativo presenta < 10% de probabilidad de contraer la infeccion.
La inmunoprofilaxis en nifios que nacen de madres HBsAg-positivas consiste en reci-
bir 1 dosis de vacuna contra el HBV antes de las 12 horas de vida y GGHI contra HBV
en las primeras 48 horas de vida (idealmente dentro de las primeras 12 horas). Debera
luego continuar con el esquema habitual de vacunacién, completando 3 0 4 dosis tota-
les, seglin reciba vacuna contra el HBV monovalente o combinada con otras vacunas
respectivamente.
La profilaxis mediante vacuna y GGHI posee una eficacia superior al 90% en la prevencion
de la infeccién neonatal y su fracaso sugiere una infeccién intrauterina o bien la exis-
tencia de variantes defectuosas en la expresién del determinante “a” del HBsAg en la
madre.
El retraso en la realizacion de la profilaxis aumenta la probabilidad de infeccién neo-
natal. La GGHI podra ser aplicada hasta los 7 dias posteriores al nacimiento. En esos
casos, debe realizarse un control seroldgico en el nifio 3 meses después del nacimien-
to, determinando los niveles de Acs a-HBs. Si el resultado es negativo, se debe realizar
la determinacion de HBsSAg.
La lactancia no esté contraindicada en madres HBsAg (+) no tratadas ni en aquellas
recibiendo tratamiento con TDF o TAF.

5.4.VIRUS DE LA HEPATITIS D

HDV es un pequeilo virus “satélite” envuelto de genoma ARN circular monocatenario de
polaridad negativa y para realizar su ciclo de replicacién necesita de la presencia del HBV.
Pertenece al género Deltavirus de la familia Kolmioviridae. Mientras que la envoltura lipo-

91



German R. Perez, Ana Laura Cavatorta, Agustina Cerri, Elisa M. Bolatti, Miguel A. Taborda, Adriana A. Giri

proteica viral contiene al HBsAg (antigeno de superficie de HBV), en el interior del virién se
observa una ribonucleoproteina compuesta por el genoma viral y el antigeno Delta (HDAg).
HDAGg es la tinica proteina codificada por HDV y se puede encontrar en 2 formas: una pe-
queila (HDAg-S) y una grande (HDAg-L).

Se estima que aproximadamente el 5% de las personas infectadas crénicamente con el
HBV estian también infectadas con el HDV, lo que representa unos 15 millones de infecta-
dos en el mundo. Dada la necesidad de asociacién con el HBV, el HDV solo puede transmi-
tirse en presencia de una infeccién concomitante con el HBV de una de 2 formas:

- Superinfeccion: cuando la infeccién por HDV se produce en un paciente con He-
patitis B Crénica, en donde puede manifestarse como una hepatitis aguda severa
0 como una exacerbacién de la hepatitis B cronica. Casi siempre evolucionan a la
cronicidad y en ocasiones pueden producir cuadros graves de fallo hepéatico o el
empeoramiento significativo de la hepatitis B crénica que ya tenia previamente.
Sélo excepcionalmente puede producir la eliminacién del HBV.

- Coinfeccion: cuando la infeccién por HDV y HBV se produce en simultaneo pu-
diendo producir una hepatitis aguda més severa con una tasa de mortalidad mas
elevada que la que se presenta en la infeccién por HBV sola, pero rara vez evolucio-
nan a una hepatitis crénica.

5.4.1. MARCADORES VIRALES

5.4.1.1. HDAg (Antigeno delta): Aparece fugazmente en sangre en la primoinfeccién,
por lo que su utilidad clinica es muy limitada. En la forma crénica, la antigenemia es
intermitente.

5.4.1.2. Acs IgM a-HDV (Acs IgM contra el antigeno del core del HDV): Después de la
aparicion del HDAg surge el anticuerpo de clase IgM, que se mantiene positivo a bajos
titulos durante un tiempo limitado en el caso de evolucién favorable, persistiendo su
positividad a titulos altos en los casos que evolucionan hacia la cronicidad.

5.4.1.3. Acs totales a-HDV (Acs totales contra el antigeno del core del HDV): La apa-
ricién de los Acs de clase IgG frente al HDV suele coincidir en el tiempo con los Acs de
clase IgM y se mantienen positivos durante largos periodos de tiempo, por lo que su
deteccion indica solamente contacto previo con el virus. No obstante, la presencia de Acs
IgG a-HDV en un paciente portador de HBsAg refleja, casi invariablemente, infeccion
cronica por ambos virus, lo que elimina la necesidad de estudiar otro marcador espe-
cifico de infeccibn por este virus. En general, se utilizan métodos que detectan Acs totales
a-HDV.

5.4.1.4. ARN HDV: La positividad por técnicas de hibridacién o RT-PCR indica presen-
cia del virus.
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CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE RESULTADOS
La presencia simultdnea de Acs IgM a-HDV'y HBsAg en presencia de Acs IgM a-HBc asocia-
da a hepatitis aguda se considera diagnostico de coinfeccion por HBVy HDV (Figura 17).
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Figura 17. Curso de la infeccién simultdnea de HDV y HBV (Coinfeccibn).
Obtenido de Hepatitis D: CDC Viral Hepatitis Serology Training
(https://www.youtube.com/watch?v=XH2SM_V124K)

La presencia de Acs IgM a-HDV y HBsAg en ausencia de Acs IgM a-HBc debe tomarse
como indicativa de superinfeccion por HDV en un portador crénico de HBV (Figura
18). Excepcionalmente, puede ocurrir que dicha sobreinfeccién haga disminuir tran-
sitoriamente la concentraciéon de HBsAg en suero a niveles no detectables, originan-
do un patrén de reactividad aislada para Acs IgM a-HDV. En estos casos, se reco-
mienda determinar HDAg en suero y Acs a-HBc total, asi como realizar seguimiento
para HBsAgy Acs a-HDV total. En cualquier casoy dada la situacién epidemiolédgica
en nuestro pais, no parece recomendable la bisqueda rutinaria de la infeccién por
HDV, salvo en pacientes usuarios de drogas por via parenteral.
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HBV AND HDV SUPERINFECTION
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Figura 18. Curso de la infeccién de HDV en individuo con Hepatitis B Crénica (Superinfeccién).
Obtenido de Hepatitis D: CDC Viral Hepatitis Serology Training
(https://www.youtube.com/watch?v=XH2SM_V124Kk)

5.5. VIRUS DE LA HEPATITIS C
HCV en un virus ARN monocatenario de polaridad positiva perteneciente al género Hepa-

civirus de la familia Flaviviridae. En el virion, el genoma esta protegido por una capside pro-
teica compuesta por el antigeno “c” o proteina del core (HCcAg) que, a su vez, esta cubierta
por una envoltura que contiene las glicoproteinas E1y E2 asociadas de forma no covalente
como un heterodimero incrustadas en la membrana lipidica derivada del hospedero.
Maés del 95% de las infecciones por HCV son asintomaéticas o subclinicas. La infeccién es
autolimitada en el 10 al 15% de los casos y, en el resto, la enfermedad evoluciona a la forma
cronica. La forma crénica suele ser subclinica y se puede manifestar tanto con enzimas
hepaticas persistentemente elevadas como con enzimas hepaticas con valores normales
u oscilantes. E1 HCV es reconocido como la principal causa de hepatitis crénica consti-
tuyendo 70% de las mismas y 20% de las hepatitis agudas. De las hepatitis crénicas, 20%
evoluciona a la cirrosis hepatica y 4% al carcinoma hepatocelular, siendo por ello una de
las razones més frecuentes de indicacion de trasplante.
La infeccién ocurre mayoritariamente luego de la exposicion directa parenteral o percuta-
nea. De acuerdo con ello, los receptores de sangre o sus derivados, los usuarios de drogas
intravenosas, los pacientes en hemodialisis y los que sufren accidentes por puncién con
agujas contaminadas, representan los grupos de mayor incidencia. Su via de transmisién
reconocida es principalmente sanguinea; las vias sexual y vertical ocurren aunque con me-

nor frecuencia.
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5.5.1. MARCADORES VIRALES

5.5.1.1. Acs a-HCV (Acs IgG el HCV): Los ensayos para detectar Acs a-HCV surgie-
ron a partir de 1989. Desde entonces han evolucionado progresivamente mejorando
su sensibilidad y especificidad a lo largo de 3 generaciones, mediante el agregado de
antigenos virales sintéticos o recombinantes, dado que el virus no ha podido ser atin
cultivado (Figura 19). Desde los ensayos de 1° generacién en los que s6lo se utilizaba
la proteina NS4A/B hasta los ensayos de 3°y 4° generacion en los que se utilizan pro-
teinas del core (estructurales) y las proteinas no estructurales NS3 proteasa/helicasa,
NS4A/By NS5 replicasa. En los EIA de 3° generacién los antigenos utilizados presen-
tan sensibilidad para diferentes genotipos de HCV.

HCV Proteins

NN IR NS

1° generacion c100-3

2° generacion c22-3 c200 c100-3

3° generacion c22-3 c200 c100-3 -5

Figura 19. Combinaciones de antigenos utilizados en las distintas generaciones de EIA
para la deteccién de Acs a-HCV (adaptado de http://www.hepatitis.uwc.edu/go/screening-diagno-
sis/diagnostic-testing/coreconcept/all)

La aparicién de Acs a—HCV se retrasa entre 8 a 11 semanas? en promedio, aunque pue-
de tardar atin mas en casos puntuales. Durante ese periodo de “ventana seroldgica”, la
deteccién de Acs a-HCV sera negativa, por lo que la negatividad de esta prueba en una
muestra tinica no descarta la infeccion.

La presencia de Acs a-HCV en suero indica contacto previo con el virus, pero no es, en si
misma, suficiente para establecer el diagndstico de infeccion. Ademaés, en pacientes con
inmunodeficiencias en la respuesta humoral y en pacientes en hemodiélisis, la nega-
tividad para Acs a-HCV no excluye la infeccién.

5.5.1.2. Ensayos suplementarios para los Acs a—-HCV: Se han de considerar como
pruebas suplementarias de la presencia de Acs a-HCV y no necesariamente de infec-
cién activa. Se realizan mediante sistemas de inmunoblot (RIBA o LIA) que emplean
diferentes antigenos adsorbidos sobre tiras de nitrocelulosa o nylon pudiendo variar
su interpretacién dependiendo de la prueba y de los antigenos empleados. Con ca-
racter general, la presencia de reactividad frente a 2 0 mds antigenos derivados de regiones
diferentes del genoma virico confirma la presencia de Acs frente al virus, en tanto que la

2. https://www.cdc.gov/hepatitis/statistics/SurveillanceGuidance/ Appendices.htm#Appendix-B
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ausencia total de reactividad en la prueba la descarta. La reactividad frente a antigenos
derivados de una tinica regién del genoma del virus no permite confirmar ni descar-

tar la presencia de Acs (resultados indeterminados).

Estos ensayos se circunscriben a confirmar un resultado positivo de EIA de baja rela-

cién de positividad, o resultados de EIA positivos, con viremia no detectable.

Un resultado negativo por RIBA o LIA en pacientes con EIA positivo podria indicar
un resultado falso positivo de este tltimo. Un resultado positivo, por RIBA o LIA,
con al menos dos determinaciones de ARN-HCV no detectables, espaciadas en un

lapso minimo de 6 meses, sugiere fuertemente una infecciéon HCV resuelta.

La reactividad detectada frente a los distintos antigenos no presenta un valor prondstico.
Durante el periodo de ventana seroldgico, se pueden observar distintos patrones in-
determinados en presencia de viremia detectable, lo que indica el inicio de la res-

puesta inmune humoral.

5.5.1.3. ARN-HCV: su deteccién indica presencia de virus circulante y confirma infec-
cién en curso (aguda o crénica). Su presencia en pacientes por mas de 6 meses esta-
blece la cronicidad de la hepatitis. En promedio, el ARN-HCV se vuelve detectable de
1a 2 semanas después de la exposicion al virus. E1 ARN-HCV representa el indicador
mas sensibley especifico de infeccién actualy, si se cuantifica, se correlaciona con los
niveles de HCV en suero o plasma, medidos en IU/ml. Su negatividad en una muestra
puntual no descarta la infeccién crénica, ya que la viremia es, en ocasiones, intermitente.

Si el ARN-HCV es detectable y el anti-HCV es no reactivo en la misma muestra, esto
podria indicar una Hepatitis C Aguda temprana ya que el paciente se encontraria
en periodo de ventana serologico. Esta situacion podria ser mas comiin en entornos
donde se realizan pruebas de HCV regularmente (por ejemplo, centros de donaciéon de
sangre o plasma). En inmunodeprimidos, 1a apariciéon de Acs a-HCV podria retrasarse

por mas de 11 semanas.

La mayoria de los métodos comerciales actuales permiten no solo la cuantificacién
de la viremia del paciente infectado sino la deteccién entre 5y 15 UI/ml. Sélo son uti-
lizables métodos comerciales validados en Ul/ml contra el estandar de la OMS. En el infor-
me debe especificarse el método (por ejemplo, RT-qPCR), el rango dinadmico de me-
dicién (limites inferior y superior de cuantificacién) y el limite inferior de deteccién.
Si bien todos los ensayos expresan los resultados en la misma unidad, la compara-
cién entre métodos presenta discrepancias, por lo que se sugiere utilizar siempre la

misma técnica en el paciente.
La utilidad de la deteccion del ARN-HCV es aplicable en los siguientes casos:

- Como ensayo suplementario en pacientes con Acs a-HCV positivo para confirmar

diagnostico (formato cualitativo).

- Determinar la presencia de viremia durante el periodo de ventana serolégica en

hemocomponentes (formato cualitativo).

- Determinar la presencia de viremia en pacientes inmunosuprimidos con Acs

a-HCV negativo (formato cualitativo).
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- Cuantificar la viremia previa al inicio del tratamiento antiviral (formato cuantita-
tivo).
- Evaluar la respuesta viroldgica al tratamiento antiviral (formato cualitativo).

5.5.1.4. HCcAg (Antigeno del core del HCV): Es un EIA de captura de antigeno, seme-
jante a los desarrollados para la deteccién del HBsAg, que permite detectar y estimar
la viremia a través de la deteccién y cuantificacién de la proteina del core del virion,
una vez lograda su liberacién de las particulas y en condiciones que previenen su
acomplejamiento por los Acs especificos que puedan contener la muestra. La inter-
pretacién de la positividad o negatividad del HCcAg es idéntica a la de las pruebas de
deteccién de ARN-HCV y la expresién cuantitativa de resultados se realiza en pg/ml.
De igual manera que para HBsAg es posible realizar ensayos de neutralizacién para
confirmar la positividad del Ag HCV. Se estima que su sensibilidad clinica se acerca a las
de las pruebas de detecciéon de ARN-HCV, con correlaciones superiores al 90% en la gran
mayoria de los estudios, con las ventajas de presentar menor riesgo de contamina-
cién cruzada que la mayoria de las pruebas de deteccién de ARN-HCV y de ofrecer una
cuantificacién mas precisa y reproducible que la viremia.

Actualmente se dispone de ensayos de EIA que combinan la deteccién simultdnea
del core y Acs (NS3 y core) de HCV, siendo utilizados principalmente en bancos de
sangre, denominados ensayos de 4° generacion.

5.5.1.5. Genotipificacién: La generalizacion de los tratamientos antivirales en la He-
patitis C crénica y la demostrada influencia del genotipo del virus en la respuesta
al tratamiento han introducido el uso de pruebas de genotipificacion del HCV en la
practica clinica. La genotipificacién viral puede realizarse mediante la amplificacién
del genoma viral por PCR convencional seguida de la secuenciacién del producto am-
plificado. Los genotipos del HCV en Argentina, cuando se considera la totalidad de los
datos comunicados por los distintos grupos del pais, muestran una mayor prevalen-
cia del genotipo 1, luego del genotipo 2y, finalmente, del genotipo 3.

5.5.2. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE RESULTADOS

El diagnéstico de la infeccién por el HCV suele hacerse en un paciente asintomatico
al que se le realizan andlisis durante un examen de salud laboral, un embarazo o una
donacién sanguinea. En otros casos su descubrimiento es consecuencia de su btis-
queda en un paciente con antecedentes de riesgo de infeccién por el HCV. Las perso-
nas o situaciones en las que esté indicada la realizacién de una prueba diagnéstica
encaminada a la deteccién de la infeccién por el HCV se basan en los criterios de la
Asociaciéon Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas (AASLD):

- personas que se han inyectado al menos una vez drogas ilicitas;

- individuos con situaciones asociadas a elevada tasa de infeccién con HCV: perso-
nas HIV-1 positivo, hemofilicos que recibieron concentrados de factores antes de
1987, hemodializados y personas con elevacién no explicada de transaminasas;

- receptores de transfusiones de sangre o hemoderivados y receptores de tras-
plantes de 6rganos antes de julio de 1992;
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- ninos nacidos de madre infectada con HCV;

- personal sanitario y trabajadores de seguridad;

- parejas sexuales de pacientes infectados con HCV;

La evaluacion inicial de estos pacientes debe focalizarse en conocer la fase en que se en-
cuentra la infeccién y la coexistencia de otras posibles enfermedades viricas (HBV,
HIV), metabdlicas, por consumo de téxicos (principalmente etanol) o de naturaleza
autoinmune, que pueden coexistir y estar contribuyendo al desarrollo de la enfer-
medad hepatica.

El algoritmo para el diagnostico del HCV incluye los EIA (deteccién de Acs a-HCV)
en conjunto con métodos moleculares (deteccién de ARN-HCV) (Figura 20).

—) Negativo
a

(*1) Se considera FP el 1° EIA

Positivo (*2) Se consideran FP ambos EIA
RT- PCR —) Negativo —) Nueva Muestra
ARN-HCV il
I = Negativo (*1)
POSITIVO POSIILT VO
4 a
& POSITVO (= |RT-PCR|=) Negativo
a
g .
TRATAMIENTO Indeterminado ¢=| LIA | =) NEGATIVO (*2)
1 a

POSITIVO

Figura 20. Algoritmo para el diagnéstico de infeccién con HCV.
FP: resultado falso positivo. (1) seleccion de esquema terapéutico

5.5.2.1. Hepatitis C Aguda (Figura 21): La seroconversion para Acs a-HCV constituye el
criterio més fiable para establecer un diagnoéstico de infeccién aguda reciente por
HCV. Dicha seroconversién suele retrasarse entre 8 y 11 semanas desde el inicio
de la infeccién, por lo que se requiere el estudio de muestras de seguimiento, al
menos hasta el 3° mes. La deteccion de ARN-HCV o HCcAg adelanta sensiblemente
el diagnoéstico (suelen ser detectables en 1 a 2 semanas post-infeccién), por lo que
debe realizarse siempre que los antecedentes hagan sospechar una hepatitis C agu-
da. Con todo, el diagnostico de seguridad se alcanzara durante el seguimiento, una
vez que se haya verificado la seroconversién. En pacientes con inmunodeficiencias
de tipo humoral y en algunos pacientes en hemodiéalisis, la seroconversién puede
tardar mas tiempo o, incluso, no llegar a producirse nunca, presentando patrones
indeterminados en las pruebas de confirmacién. Todo ello dificulta especialmente
el diagnéstico de 1a hepatitis C aguda en este tipo de pacientes, en los que es im-
prescindible la realizacién de pruebas de detecciédirecta del virus.
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Figura 21. Curso natural de la Hepatitis C aguda.
Obtenido de Hepatitis C: CDC Viral Hepatitis Serology Training (https://www.youtube.com/
watch?v=WyVQbJUVI)

5.5.2.2. Hepatitis C Cronica (Figura 22): La presencia de Acs a-HCV asociada a hepa-
titis crénica es altamente indicativa de hepatitis C crénica, aunque no permite es-
tablecer, en términos estrictos, un diagndstico seguro. La deteccion de ARN-HCV o
HCcAg ayuda a establecer el diagnoéstico y confirma la infeccién en curso, aunque
un resultado negativo aislado no la descarta, ya que la viremia puede ser intermitente
en ocasiones. Dado el alto costo de los métodos de confirmacién de Acs a-HCV y
vistos los altos porcentajes de confirmacién que se obtienen en los pacientes con
hepatitis crénica que resultan reactivos para Acs a-HCV en las pruebas de screening,
se considera que es suficiente una confirmacion mediante un 2° método de screening que
utilice antigenos obtenidos por una tecnologia diferente para establecer la presencia de
Acs a-HCV en pacientes con hepatitis cronica demostrada, e incluso no seria necesario
realizar la confirmacién en grupos con alta prevalencia de infeccién por el HCV.

Si el estudio de Acs a-HCV se realiza en un paciente en el que s6lo se ha documen-
tado una alteracién puntual de las enzimas hepaticas, sin evidencia de hipertran-
saminasemia persistente ni practicas de riesgo, se debera acudir al uso de métodos
moleculares antes de informar un resultado positivo para Acs a-HCV.
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Figura 22. Curso natural de la Hepatitis C croénica.
Obtenido de Hepatitis C:CDC Viral Hepatitis Serology Training
(https://www.youtube.com/watch?v=WyVQbJOJUVI)

5.5.3. PRINCIPIOS GENERALES DEL TRATAMIENTO DE HEPATITIS C CRONICA

El objetivo del tratamiento es curar la infeccién por el HCV para prevenir la cirro-
sis hepatica, la descompensacién, el HCC, las manifestaciones extrahepéticas y la

muerte.

En la préctica, el objetivo final es lograr la respuesta virologica sostenida (RVS), de-
finida por ARN-HCV NO DETECTABLE en plasma a las 12 semanas (RVS12) después de
haber finalizado el tratamiento, utilizando un método molecular sensible, con un limite
de deteccion menor o igual a 15 UI/ml. Los estudios de seguimiento a largo plazo han
demostrado que la RVS corresponde a la cura definitiva de la infeccién por HCV en
mas de 99% de los casos. En los pacientes con fibrosis avanzada y cirrosis, 1a erradi-
cacién del HCV reduce la tasa de descompensacion de la hepatopatia y el riesgo de
HCC, aunque no lo elimina definitivamente. En estos pacientes la vigilancia del HCC

debe mantenerse independientemente de la RVS.

Deben ser tratados todos los pacientes con hepatitis crénica por HCV, naive o no res-
pondedores a un tratamiento previo, que quieran ser tratados, que no tengan con-
traindicaciones. Los pacientes que no tengan una corta expectativa de vida por una
enfermedad que no sea solucionada por el tratamiento de la hepatitis C, también

deben ser tratados independientemente del nivel de la fibrosis hepatica.
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El tratamiento con INFa en monoterapia fue la primera posibilidad de tratamiento
para la hepatitis crénica por HCV, al que se sumo afios después el tratamiento com-
binado con ribavirina (RBV). Con esta combinacion se elev) la tasa de RVS hasta el
35-43% con respecto a la monoterapia. Pese al avance que supuso la terapia de com-
binacidn, casi el 60% de los pacientes no conseguian la RVS, en particular aquéllos
infectados con genotipos 1y 4.

A partir del aflo 2011 se comenzaron a utilizar los primeros antivirales de accion di-
recta (AAD) dirigidos a inhibir la proteasa viral (NS3-4A) en el tratamiento de la infec-
cion cronica por HCV. En el afio 2013 comenzaron a surgir otros AAD que permitieron
desarrollar esquemas terapéuticos libres de interferén e independientes del genotipo
de HCV (pangenotipicos), siendo ademas muy eficaces, cortos y bien tolerados.
Actualmente, existen tres tipos de AADs que inhiben 3 fases del proceso replicativo
del HCV:

1. Inhibidores de la proteasa (NS3-4A) - terminacion en “previr” (Telaprevir, Bocepre-
vir, Grazoprevir, Simeprevir, Paritaprevir, Voxilaprevir, Glecaprevir): interfieren en la
unién de la proteasa a su sustrato, impidiendo el correcto procesamiento de la
poliproteina del virus.

2. Inhibidores de la polimerasa (NS5B) - terminacion en “buvir”: se clasifican en 2
categorias atendiendo a su estructura quimica:

- Inhibidores andlogos de nucleds(t)idos (Sofosbuvir): se unen al sitio activo de la po-
limerasa actuando como terminadores de la cadena de ARN naciente.

- Inhibidores de nucleds(t)idos (Dasabuvir, Beclabuvir) se unen a uno de los cuatro
sitios alostéricos de la ARN polimerasa dependiente de ARN, alterando su con-
formacién y bloqueando su funcién catalitica.

3. Inhibidores de la proteina NS5A - terminacion en “asvir” (Ledipasvir, Daclatasvir,
Ombitasvir, Elbasvir, Velpatasvir, Pibrentasvir): se unen al dominio I de la proteina
NS5A, bloquean la formacién de la red membranosa en la que se encuentran los
complejos de replicacion funcionales de HCV, e inhiben los procesos de ensam-
blaje y secrecién de particulas virales.

Las combinaciones de AADs han demostrado ser muy eficaces para erradicar el HCV
(>95% en la mayoria de las poblaciones)y en menos tiempo (normalmente 12 semanas
y algunos esquemas 8 semanas). Estas pautas de tratamiento varian en funcién de
los genotipos del HCV, de los tratamientos previos recibidos, presencia de cirrosis,
etc.

En 2020, la Asociacién Argentina para el Estudio de las Enfermedades del Higado
(AAEEH) publicé sus recomendaciones para el tratamiento de la Hepatitis C (Ri-
druejo E & Galdame O.):

Tratamiento simplificado en pacientes SIN tratamiento previo (con o sin cirrosis): Es-
quemas: Glecaprevir/Pibrentasvir x 8 semanas (pangenotipico), o Sofosbuvir /Velpa-
tasvir x 12 semanas (pangenotipico).

En pacientes sin tratamiento previo (naive) con cirrosis, el esquema glecaprevir/
pibrentasvir puede ser indicado sin necesidad de conocer el genotipo del paciente,
porque la eficacia es similar en genotipos 1 a 6. En cambio, sofosbuvir/velpatasvir
podria tener una menor eficacia en cirrosis con genotipo 3 si coexiste con la sustitu-
ciones asociadas a resistencia antiviral (RAS) Y93H. Por lo tanto, antes de indicar este
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esquema habria que conocer el genotipo del paciente mediante una prueba de geno-
tipificacion y realizar la prueba de sustitucion de resistencia asociada a la NS5A (RAS)
si el paciente es genotipo 3. Aquellos pacientes sin RAS Y93H pueden ser tratados
con 12 semanas de sofosbuvir/velpatasvir. Si RAS Y93H est4 presente, se utilizan

otras opciones.
Pruebas de laboratorio pretratamiento (dentro de los 6 meses previos):
- Hemograma completo con recuento de plaquetas

- Pruebas bioquimicas: albtimina, bilirrubina total y directa, transaminasas, Tiem-

po de protrombina y RIN

- Tasa de filtracién glomerular calculada

- RNA-HCV cuantitativo (carga viral del HCV)

- Prueba de antigeno/Acs del HIV-1

- Prueba de antigeno/Acs del HBV: HBsAg, a-HBs, a-HBc

Monitoreo durante el tratamiento:

- No serequiere monitoreo de CVP-HCV

- Solo se monitorea hipoglucemia en DBT y RIN en anticoagulados.
Evaluacion de la curacién posterior al tratamiento (RVS)a las 12 semanas:
- RNA-HCV cuantitativo

- Pruebas bioquimicas hepéaticas

Confirmar que el ARN-HCV es NO DETECTABLE (cura viroldgica) y la normaliza-

ci6én de las transaminasas.
Seguimiento después de lograr la curacién viroldgica (RVS)

- Noserecomienda seguimiento relacionado con el higado para pacientes sin fibro-

sis o con fibrosis leve que logran RVS.

- Serecomienda el seguimientoy el screening de HCC en los pacientes con fibrosis

avanzada o cirrosis.
Seguimiento para pacientes que no logran una cura viroldgica:
- Deben ser reevaluados para un nuevo tratamiento por un especialista.

- Paralos pacientes que no pueden volver a tratarse, se recomienda evaluar la pro-
gresion de la enfermedad cada 6 a 12 meses con pruebas bioquimicas hepaticas, he-

mograma completo y RIN.

- Tratamiento segiin genotipo, subtipo, tratamiento previo y presencia o ausencia de
cirrosis: Se recomienda el tratamiento basado en el genotipo y subtipo, especialmen-
te en los pacientes que hayan recibido cualquier tratamiento previo. Existen distin-
tos esquemas terapéuticos basados en el genotipo de HCV y presencia o ausencia de

cirrosis.

Se puede optar por el tratamiento simplificado (Glecaprevir/Pibrentasvir x 8 sema-
nas, o de Sofosbuvir/Velpatasvir x 12 semanas) u otras opciones terapéuticas segiin

el criterio del médico tratante.
- Consideraciones en el tratamiento de 1a Hepatitis C:

- Los pacientes deben ser evaluados antes, durante y luego de finalizado el trata-
miento. Previo al tratamiento debe cuantificarse los niveles de ARN-HCV utilizando
métodos comerciales estandarizados con limite de deteccién menor o igual a 15 Ul/

ml.
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- Ladeterminacién del genotipo debe realizarse por métodos comerciales o secuen-
ciacién con capacidad para diferenciar genotipos y subtipos del virus.

- En el caso de realizar la deteccién de RAS, debe hacerse por secuenciacién de las
regiones NS5A (aminoacidos 24 a 93), NS5B (aminoacidos 159 a 565) o NS3 (aminoa-
cido 36 a 175).

- Los pacientes sin fibrosis o con fibrosis leve con RVS que tengan una ARN-HCV
no detectable a las 48 semanas de suspendido el tratamiento, pueden considerarse
curados y no requieren otro seguimiento.

- Los pacientes con fibrosis avanzada o cirr6ticos con RVS deben continuar con su
seguimiento hepatolégico clinico y tamizaje de HCC cada 6 meses.

5.6. VIRUS DE LA HEPATITIS E

HEV es un virus de ARN monocatenario lineal de polaridad positiva, que pertenece al gé-
nero Paslahepevirus dentro de la subfamilia Orthohepevirinae de 1a familia Hepeviridae. Las
particulas de HEV presentes en las heces y la bilis no tienen envoltura, mientras que las
presentes en la sangre circulante y en los sobrenadantes de cultivos estdn cubiertas por
una membrana celular, similar a los virus con envoltura.

La infeccién por HEV suele asociarse a una enfermedad autolimitada y asintomaética en
individuos inmunocompetentes; sin embargo, las tasas de mortalidad y la incidencia de
insuficiencia hepatica son significativas en mujeres embarazadas y en pacientes inmuno-
comprometidos. La via de transmisién del HEV es principalmente fecal-oral, en especial
en los paises en desarrollo. En paises desarrollados se dan casos ocasionales relacionados,
principalmente, con los animales considerdndose la hepatitis E una zoonosis emergente.
Ademas del cerdo, algunas especies de animales salvajes como jabalies y cérvidos son hos-
pedadoras de este virus. La infeccién en humanos se debe al consumo de carne o higado
poco cocinada.

5.6.1. MARCADORES VIRALES

5.6.1.1. Acs IgM a-HEV: Se utilizan para el diagndstico de infeccion aguda, alcanzan su
mayor titulo junto con el maximo valor de ALT y pueden persistir detectables hasta
6-9 meses luego del inicio de los sintomas. La positividad de este marcador es de de-
nuncia obligatoria en los sistemas de vigilancia epidemiolégica.

5.6.1.2. Acs IgG a-HEV: Su presencia indica infeccion pasada e inmunidad. Se mantiene
positivo durante periodos de tiempo muy largos. Sin embargo, se desconoce el titulo
de IgG a-HEV necesario para conferir proteccién ya que se han reportado reinfeccio-
nes no solo en individuos inmunosuprimidos sino también en inmunocompetentes.

5.6.1.3. ARN-HEYV: se detecta en suero y heces durante el periodo de incubacién (15 a

60 dias) y permanece detectable por 4 a 8 semanas luego del inicio de los sintomas en
suero y por 2 semanas mas en heces.
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5.6.2. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE RESULTADOS

5.6.2.1. Individuo con Hepatitis E aguda (Figura 23): La infeccién aguda de HEV se
puede diagnosticar por la presencia de Acs IgM a-HEV, mientras que los Acs IgG
a-HEV aparecen poco después de la aparicién de las IgM a-HEV y pueden persistir
durante varios aflos. Por lo tanto, la deteccién de Acs IgG a-HEV, como tinico pa-
rdmetro de laboratorio, indica una infeccién pasada. La deteccién del ARN viral en
muestras biol6gicas es el estdndar de oro para la confirmacién de la hepatitis E agu-
da, ya que permite identificar con precisiéon la infeccién activa y ayudar a confirmar
los hallazgos serol6gicos. Los pacientes infectados desarrollan inmunidad contra el
HEV después de la resolucién de la infeccién aguda (fase de convalecencia). Sin em-
bargo, en un pequerio porcentaje de pacientes, la infeccién por HEV puede progresar

ainsuficiencia hepatica aguda.

- Hepatitis crémica: en individuos inmunocomprometidos la replicacién viral
puede persistir més de 3 meses conduciendo a una infeccién crénica con progresion
a cirrosis. La presencia de ARN-HEYV persistente durante al menos 3 meses, permite

confirmar el diagndstico de hepatitis E crénica.

- Hepatitis E aguda y embarazo: se caracteriza por manifestaciones clinicas mas
graves, que podrian conducir a una falla hepéatica fulminante y a la muerte materna.
En areas de alta endemicidad la infeccién aguda por HEV puede estar asociada a

transmision vertical y a mayor morbi-mortalidad perinatal.

- Manifestaciones extrahepaticas: en pacientes con infecciones agudas o créni-
cas pueden presentarse una variedad de sindromes neurolégicos, dafio renal, pan-

creatitis y alteraciones hematologicas, asociadas a la infeccién por HEV.

Fase aguda Convalescencia

IgA anti-HEV

ARN HEV en suero

ARN HEV en heces

IgM anti-HEV //

I I I : I I I I I I I | | | I
0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 M 12 138

Semanas post-infeccion

Figura 23. Representacién esquematica de los principales marcadores virologicos, serologicos y

bioquimicos durante la evolucién de una infeccién aguda de HEV
(Pérez-Gracia M & Rodriguez-Iglesias M, 2003)
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INTRODUCCION A LA FAMILIA HERPESVIRIDAE
La familia Orthoherpesviridae comprende una serie de virus envueltos con genoma ADN
lineal (TABLA 6) cuyas caracteristicas biologicas mas notables son:
- su ciclo replicativo productivo con sintesis cinética secuencial de proteinasvirales.
- establecimiento de un estado de latencia en células del hospedero.
Tras la infeccion primaria, sintomatica o no, el virus permanecera latente en diversos ti-
pos celulares o tejidos que les son propios a cada miembro de la familia. Desde aqui, y sin
que se conozcan bien los mecanismos precisos que desencadenan el fenémeno, se van a
producir reactivaciones con replicacién y produccién de nuevas particulas viricas. Ademas
de las infecciones primarias y las reactivaciones, en algunos herpesvirus se ha demostra-
do la posibilidad de reinfeccion por una cepa del mismo virus distinta a la que estableci
latencia en el individuo infectado. En cualquiera de estas 3 circunstancias es posible la
aparicién de sintomas clinicos relacionados con la infeccién.

Tabla 6. MIEMBROS DE LA FAMILIA ORTHOHERPESVIRIDAE QUE PRODUCEN INFECCIONES
EN EL SER HUMANO

SUBFAMILIA GENERO VIRUS SINONIMO

Alphaherpesvirinae |Simplexvirus Human alphaherpesvirus1  |Virus Herpes Simplex 1

Human alphaherpesvirus 2 [Virus Herpes Simplex 2

Varicellovirus Human alphaherpesvirus 3  |Virus Varicela-Zoster
Betaherpesvirinae Cytomegalovirus Human betaherpesvirus 5 Citomegalovirus
Roseolovirus Human betaherpesvirus 6A  |Herpesvirus 6A

Human betaherpesvirus 6B |Herpesvirus 6B

Human betaherpesvirus 7 Herpesvirus 7

Gammaherpesvirinae |Lymphocryptovirus  |Human gammaherpesvirus 4 |Virus Epstein-Barr

Rhadinovirus Human gammaherpesvirus 8 |Herpesvirus 8
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Los estudios epidemiol6gicos demuestran que todos los herpesvirus son extraordinaria-
mente ubicuos y estan ampliamente extendidos en la poblacién general. Una sustancial
proporciéon de adultos presentaran Acs, reflejo de una primoinfeccién en una etapa previa
de su vida y manifestacién de la infecciéon latente. Esto condicionari el diagnostico serolé-
gico y la interpretacidén de los resultados de otras pruebas diagnosticas de laboratorio.

En contraste con la gran prevalencia en la poblacién general, la mayor parte de las infec-
ciones, sean del tipo que sean, son asintomaticas. Cuando no lo son, oscilan clinicamente
desde las benignas a las que cursan con grave compromiso de la salud o la vida del pa-
ciente. Seran estas tiltimas, el interés principal del diagnéstico de laboratorio, teniendo en
cuenta la inespecificidad de los signos y sintomas clinicos que se presentan.

6.1. VIRUS HERPES SIMPLEX

Si bien los miembros del género Simplexvirus, el Virus Herpes Simplex 1 (HSV-1) y el Virus
Herpes Simplex 2 (HSV-2) comparten un 40% de homologia genémica, con caracteristicas
antigénicas comunes y muchas similitudes bioldgicas, son distinguidos principalmente
por la zona del cuerpo que afectan y porla forma en que se transmiten (TABLA 7).

Tabla 7. CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE LAS INFECCIONES POR SIMPLEXVIRUS

HSV-1 HSV-2
Zona afectada Boca, faringe, cara, 0jos, sistema nervioso Zona genital
central
Forma de transmisién |Contacto oral Contacto sexual
. . Herpes labial, queratitis herpética, Herpes genital, herpes
Infecciones mas comunes| . -, s
gingivoestomatitis, etc neonatal, etc.
Recidivas Poco frecuentes Maés frecuentes

La infeccién por los HSV-1y HSV-2 estd mundialmente extendida y a los 20-40 afios prac-
ticamente toda la poblacién ha tenido contacto con el virus. Las reactivaciones por HSV-2
son 8-10 veces mas frecuentes que las producidas por HSV-1, teniendo una media de 4
recurrencias en un afio después de la infeccién primaria.

La infeccién herpética afecta tanto a pacientes inmunocompetentes como inmunosupri-
midos, aunque en estos tltimos la gravedad de los procesos es mayor. E1 80% de pacientes
inmunosuprimidos tienen reactivaciones por HSV, siendo las localizaciones periorales las
mas frecuentes. Un 10-15% de estas infecciones tienen diseminacién hematbgena y pue-
den provocar una afectaciéon visceral.

El espectro clinico de las infecciones por los HSV es amplio, estando implicados en lesio-
nes mucocutaneas locales o generalizadas, infeccién genital, infeccién ocular, infeccion
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congénita y neonatal, afectacién neurolégica (meningitis/encefalitis) e infecciéon visceral.
La primoinfeccion herpética puede producir lesiones cutdneas en forma de exantema vesicu-
loso (infeccién perioral, perigenital, neonatal). Ocasionalmente produce complicaciones
neurolégicas y viscerales en especial en pacientes inmunosuprimidos.

El diagnoéstico virologico se puede realizar de varias formas dependiendo en cada ocasién
de que haya o no vesiculas, de las caracteristicas del hospedero (edad, inmunosupresion,
etc.) ydel momento en que se realice la toma de la muestra.

6.1.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION POR HSV

6.1.1.1. Herpes recidivante extragenital: entidad muy frecuente, afectando en algu-
nos casos hasta a un 20% de la poblacién adulta. La localizacién més frecuente es la
cara (especialmente en territorio orolabial), seguido por sacro, nalgas y parte distal de
los dedos de las manos. Las recidivas suelen presentarse siempre en el mismo sitio
y tener un préodromo de 24 — 48 horas que consiste en parestesias, ardor o prurito
(“sindrome de Maurice”). No suele haber fiebre ni sintomatologia sistémica aunque
si adenopatias regionales. Lo tipico son brotes herpéticos faciales-orales recurrentes
(de1a5al afio) que se resuelven espontdneamente en unos dias.

6.1.1.2. Gingivoestomatitis: forma clinica mas frecuente de primoinfeccién sinto-
matica por HSV1. Afecta sobre todo a la mucosa oral anterior. El cuadro tipico es el
de un nifio de 1-10 aflos con gingivoestomatitis asociada a linfadenopatias doloro-
sas, fiebre, odinofagia y malestar general. En ocasiones se forma una circunferencia
alrededor de la boca de erosiones y ulceraciones que imposibilitan al nifio comer o
beber, 1o que requerira incluso ingreso hospitalario. La deshidratacién secundaria es
la complicacién mas frecuente.

6.1.1.3. Queratoconjuntivitis: es habitualmente unilateral y purulenta, con dolor
intenso y visién borrosa. El virus produce ulceraciones corneales de morfologia den-
dritica muy caracteristicas. Existen adenopatias preauriculares dolorosas.

6.1.1.4. Vulvovaginitis: en nifias de corta edad suele ser por HSV-1. Si es por HSV-2
debe investigarse potenciales abusos sexuales.

6.1.1.5. Panadizo herpético (herpes whitlow): lesiones en los dedos de la mano muy
dolorosas. Se suele ver en nifios que se autoinoculan de forma inadvertida un herpes
simple orofacial recurrente o en personal sanitario que explora la regién de la boca
o los genitales de los pacientes. Puede acompaiarse de fiebre, cefalea y adenopatias
regionales. Después de la primoinfeccioén, el virus queda latente en el nervio y puede
recidivar en la misma localizacién.

6.1.1.6. Herpes genital: causa mas frecuente de tilceras genitales en los paises in-
dustrializados. En el 80% de casos se debe a HSV-2 y en un 20% de casos a HSVL.
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La posibilidad de recidiva es mayor con el HSV-2 que con el HSV-1. Mas del 50% de
adultos que han padecido una infeccién primaria genital desarrollaran recidivas a lo
largo de su vida. La primoinfeccién suele determinar un cuadro clinico florido, que
puede durar mas de 3 semanas. Las lesiones cutaneas suelen ser multiples y muy do-
lorosas, con disuria y adenopatias inguinales bilaterales. Incluso un porcentaje nada
despreciable de pacientes desarrollan una meningitis aséptica (fiebre, fotofobia, ce-
falea y rigidez de nuca). Las recidivas son mas leves, con escasas lesiones cutaneas y
sintomatologia menos intensa y de menor duracién. La intensidad y duracién de la
primoinfeccién se relaciona con la frecuencia e intensidad de las recurrencias.

6.1.1.7. Herpes neonatal: Los recién nacidos (RN) tipicamente adquieren la infec-
ci6n mediante el paso a través del canal del parto infectado (85% casos), sin embargo
existe un pequeilo porcentaje de casos debidos a infeccién transplacentaria (5%) y
a adquisicién postparto (15%). Es importante sefialar que el 70 - 85% de los casos de
neonatos infectados son hijos de madres sin historia previa de herpes genital, sin sintoma-
tologia en el momento del partoy sin historia del mismo en la pareja. La tasa de infeccién
neonatal varia dependiendo del tipo de infeccién materna siendo més frecuente en
la primoinfeccién materna genital (33 - 50%) que en la reactivacién materna (1 - 3%).
La mayoria de los neonatos infectados presentan sintomatologia, sin embargo la media
de diagnéstico varia entre los 5 - 7 dias post-parto ya que las manifestaciones clini-
cas de la enfermedad son inicialmente inespecificas. El 10% de los RN, pese a ello,
desarrollan sintomatologia en el primer dia de vida.

El Herpes Neonatal causado por HSV se clasifica en 3 categorias clinicas:

- Enfermedad cutdnea/ocular/oral (conocida como SEM disease [skin/eye/mouth)]):
eslaforma menos severay tipicamente se manifiesta por lesiones cutdneas en forma
de vesiculas aisladas o agrupadas. Pueden seguir apareciendo lesiones cutaneas in-
cluso tras el inicio del tratamiento. Se puede acompaiiar de tlceras bucales y de que-
ratoconjuntivitis o coriorretinitis como hallazgos oculares predominantes. Pueden
producirse manifestaciones cutaneas recidivantes en algunos de estos pacientes y
parece que ello se relaciona con anomalias neurolégicas lo que podria sugerir una
afectacion del SNC no detectada.

- Enfermedad localizada del SNC: 1a fiebre suele estar presente en el 44% de estos
pacientes y puede ser la inica manifestacién clinica. Ademas pueden presentar hi-
potermia, letargia, apnea, irritabilidad, convulsiones focales o generalizadas, opso-
clonus (alteracién de la motilidad ocular), signos piramidales o pérdida del reflejo de
succioén. En un tercio de estos pacientes no existen lesiones orales o cutdneas asociadas que
sugieran el diagndstico. E1 anélisis del LCR muestra una pleocitosis mononuclear, a
pesar de que se han demostrado casos con predominio neutrofilico e incluso con re-
cuentos celulares normales. Suele existir hiperproteinorraquia con glucosa normal o
ligeramente disminuida. Aproximadamente el 15% de los casos de encefalitis por HSV-2
fallecen, pero la mortalidad de la encefalitis por HSV-1 es prdacticamente nula. Dos tercios
de los supervivientes tienen secuelas neurolédgicas a largo plazo.
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- Enfermedad diseminada: se considera diseminada si existe evidencia de afectacion
visceral incluyendo hepatitis, neumonitis o coagulacién intravascular diseminada.
Los érganos mas afectados son el higado, el corazén, los pulmones, las glandulas
suprarrenales y el tracto digestivo. En dos tercios de los casos diseminados existe
también afectacién del SNC. La tasa de mortalidad es del 55% pese al tratamiento
con acicloviry del 80% sin tratamiento. La quinta parte de los que sobreviven presen-
tan graves secuelas neuroldgicas.

Se debe considerar la posibilidad de infeccion herpética en todo neonato con sospecha cli-
nica de sepsis, resultados negativos de los cultivos bacterianosy disfuncion hepdtica.
Existe cierta superposicion entre estas 3 categorias clinicas ya que se suelen apreciar
lesiones cutdneas en todas ellas (el 68% de los RN infectados las presentan) y la en-
fermedad diseminada suele asociarse también con afectacién neurolégica.

6.1.2. ESTRATEGIA DIAGNOSTICA PARA LAS INFECCIONES POR HSV

Las situaciones que justifican el diagnostico de laboratorio de los HSV son:

- Diagnostico diferencial en las infecciones congénitas y neonatales (herpes neo-
natal).

- Prevencion del herpes neonatal.

- Diagnostico etioldgico de las infecciones del SNC (encefalitis).

- Diagnostico de las infecciones generalizadas en inmunosuprimidos.

- Diagnostico diferencial en formas de presentacion clinica inhabituales.

- Diagnostico etioldgico del herpes genital y diagnéstico diferencial de tilceras ge-
nitales.

- Pruebas de sensibilidad a los antivirales (en centros de referencia).

6.1.2.1. Diagndstico en presencia de lesiones vesiculosas externas. Los métodos
directos elegidos a partir de hisopado de la lesion son:

- IFD a partir de improntas fijadas en acetona fria y tefiidas luego con Acs monoclo-
nales marcados, habitualmente con fluoresceina. La eficacia diagnoéstica de esta
técnica esti relacionada con el estado de lesion, variando desde el 100% en el caso
de vesiculas, a un 25% cuando las improntas se realizan a partir de las costras.

- PCR a partir de los purificados obtenidos de hisopos en medio de transporte viral
o molecular.

6.1.2.2. Diagndstico en ausencia de lesiones vesiculosas externas. Es importante

distinguir 4 circunstancias:

- Procesos clinicos donde se produce excrecion viral como faringitis, uretritis, cervici-
tis y neumonias: Las muestras de eleccién son los exudados de la zona afectada
(faringe, uretra, endocérvix y lavados broncoalveolares en las neumonias). La de-
teccion del virus debe realizarse mediante técnicas moleculares de amplificacion
o IFD.

- Queratitis, esofagitis, proctitis: Las muestras de eleccién en estos casos son los ras-
pados corneales, biopsias respectivas o humor vitreo. En estos casos el diagnosti-
co se hace mediante técnicas de amplificacién gendémica.
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- Procesos clinicos acompaiiados de viremia (herpes neonatal, herpes generalizado
y herpes visceral): En estos casos se puede detectar por métodos moleculares en
sangre periférica.

- Encefalitis:1os métodos moleculares a partir del LCR son la metodologia diagnos-
tica de eleccién.

El papel de los métodos seroldgicos en el diagnostico de la infeccién herpética sinto-

matica es secundario; no obstante, pueden ser itiles en las siguientes situaciones:

- Historia reciente de enfermedad compatible con un Herpes genital sin lesiones

aparentes.

- Primoinfeccién herpética o infeccién inicial sintomatica recientemente adquiri-

da (> 6 semanas) en que los métodos directos son negativos.

- Existencia de lesiones recurrentes de naturaleza presuntamente herpética en

que no se puede demostrar la presencia del virus mediante métodos directos.

- Estudios epidemiol6gicos de prevalencia.

Se dispone de pruebas comerciales en los formatos EIA, immunodot e immunoblot
que permiten la deteccién de Acs IgM e IgG a-HSV-1 o a-HSV-2. Estos ensayos uti-
lizan como sustrato antigénico las glucoproteinas gG1 (HSV-1) y gG2 (HSV-2), las
cuales contienen epitopes tipo-especificos en su extremo N-terminal. La infeccién
natural por los HSV no suele generar cantidades apreciables de Acs con reactividad
cruzada para antigenos gG.

Los métodos moleculares de amplificacion en el diagndstico de las meningoencefalitis

son los ensayos elegidos, ya que es posible detectar HSV en muestras de LCR en esta-

dios iniciales de la enfermedad, lo que permite instaurar una terapéutica antiviral
precoz que tiene gran importancia en el pronostico. El ADN-HSV puede detectarse en

LCR hasta 1-2 semanas después de iniciado el tratamiento antiviral. Si bien, presenta una

sensibilidad superior al 95% en el momento de la presentacion clinica con una especi-

ficidad del 100%, la PCR puede arrojar resultados negativos en el diagndstico de encefa-
litis por HSVen las primeras 48 horas de la enfermedad. Estos falsos negativos precoces

pueden deberse a la presencia de insuficiente cantidad de ADN-HSV en el LCRo a

limitaciones técnicas. La sensibilidad clinica sugerida en estos periodos precoces de

la enfermedad es del 70%.

En el Herpes neonatal con manifestacion neuroldgica, la PCR sobre LCR es el método

de eleccion porque no suele detectarse ADN-HSV en plasma o suero del paciente. La

PCR como método de screening de HSV en embarazadas en momentos cercanos al

parto para prevenir el Herpes neonatal no es recomendado ya que la técnica puede

detectar excrecioén asintomatica del virién y no es posible adoptar medidas activas

(parto por cesarea).

6.2. VIRUS VARICELA-ZOSTER
6.2.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION POR VZV
La infeccién primaria (varicela) es una enfermedad altamente contagiosa, con una

alta incidencia en la primera década de la vida. Sin embargo, una proporciéon varia-
ble de personas (4 - 20%) alcanzara la edad adulta siendo todavia susceptible a la
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infeccién. La varicela cursa en el nifio como una dolencia benigna, con infrecuentes
complicaciones y ficilmente diagnosticable clinicamente.

También suelen reconocerse con facilidad, por sus manifestaciones clinicas, las re-
activaciones del virus (herpes zoster) en el hospederoinmunocompetente. Por lo con-
trario, el paciente inmunodeprimido es un terreno fértil para la presentacién de for-
mas complicadas, incluso fatales, tales como la neumonitis o la encefalitis. También
el cuadro clinico en la afeccién cutinea tiende a ser atipico.

El VZV puede causar infeccién materna y neonatal, aunque es infrecuente en térmi-
nos absolutos y relativos. Si bien es posible la infeccién intrauterina en las primeras
etapas de la gestacion, con graves consecuencias para el feto, esta situacioén es ex-
tremadamente rara, siendo mas frecuentes aquellas que se producen en el periodo
proximo al parto, desde 7 dias antes del parto hasta 4-5 dias postparto.

Existe una vacuna a virus vivos atenuados elaborada con una cepa atenuada (cepa
OKA) cultivada en células diploides humanas MRC-5 y Wi-38. La formulacién fue
autorizada por la FDA para EE.UU. en 1995, para mayores de un ailo que no hubieran
padecido varicela. Genera un 95 a 100% de inmunidad duradera en la mayoria de los
casos, con altos titulos de Acs que se mantienen atn después de 10 afios desde su
aplicacion.

ESTRATEGIA DIAGNOSTICA PARA LAS INFECCIONES POR VZV
Las situaciones que justifican el diagnostico de laboratorio del VZV son:
- Diagnostico diferencial rapido de infecciones mucocutaneas en paciente inmu-
nodeprimidos.
- Diagnostico diferencial de las infecciones del SNC.
- Diagnostico de las formas clinicas graves y poco habituales (afectacién del SNC
0 neumonitis).
- Conocimiento del estado inmunitario en pacientes de alto riesgo de presentar
complicaciones, o de sus cuidadores sanitarios.
- Determinacion de la susceptibilidad a la infeccién en mujeres en edad fértil.
- Evaluacién de la eficacia protectora de la infeccién natural y de la vacuna.

6.2.2.1. Diagndstico en presencia de lesiones vesiculosas externas. Los métodos

elegidos para a partir de hisopado de la lesion son:

- IFD a partir de improntas fijadas en acetona fria y teflidas luego con Acs monoclo-
nales marcados, habitualmente con fluoresceina. La eficacia diagnoéstica de esta
técnica esta en relacién con el estado de lesién y dependeré en gran medida de la
correcta toma de muestra. La sensibilidad del método puede detectar el 100% de las
lesiones tempranas. Si se utilizan Acs monoclonales no hay reactividad cruzada
con los HSV.

- PCR a partir de los purificados obtenidos de hisopos en medio de transporte viral
o molecular.
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6.2.2.2. Diagnoéstico en ausencia de lesiones vesiculosas externas. Las pruebas
EIA son las mas generalizadas y existen reactivos comerciales que permiten Ia de-
teccion de Acs IgG e IgM a-VZV. Estas técnicas han demostrado una gran sensibilidad
y son buenos marcadores de susceptibilidad a la infeccién. Suelen positivizar a los
pocos dias de la aparicién del cuadro de varicela. En el herpes zoster se detectan con-
centraciones altas de Acs en fases iniciales del cuadro. La deteccion de IgM no permite
diferenciar necesariamente una primoinfeccion de una reactivacion.

La deteccién de Acs a-VZV cuando se aplica al diagnoéstico de las infecciones activas
presenta 3 problemas:

- las reacciones heterotipicas que se producen por el estimulo de los antigenos co-
munes del VZV y los HSV.

- el retraso en la producciéon de Acs en la infeccién primaria, siendo necesario ob-
tener muestras de suero de las fases aguda y de convalecencia (no menos de 2
semanas después)

- larespuesta serologica puede verse alterada en los pacientes inmunodeprimidos.
Por ello, se recomienda reservar las pruebas serologicas sobre todo para conocer el es-
tado inmunitario frente al virus. Cuando se desee conocer la susceptibilidad al virus en
pacientes de alto riesgo (niflos con cancer candidatos a quimioterapia o radioterapia,
por ejemplo) se considerara que la inmunodepresion puede enmascarar el resultado.
También puede ser interesante conocer el estado inmunitario del personal sanitario,
cuidadores o familiares que atienden a los pacientes de alto riesgo y en la embarazada ex-
puesta a un contacto con el VZV. En este sentido, es necesario recordar que la existencia
de antecedentes de haber pasado la infeccién es un marcador fiable de proteccién,
por lo que no se necesitara ninguna accién adicional en caso afirmativo. De lo con-
trario, se realizaran pruebas de EIA sobre todo si la gestacion esta en las 2-3 Giltimas
semanas.

La PCRes de gran utilidad en el diagnéstico de los siguientes procesos causados para
el VZv:

- Infeccion primaria o reactivaciones en inmunodeprimidos: es necesario el diagnos-
tico diferencial con las infecciones diseminadas causadas por las HSV.

- Complicaciones neuroldgicas (encefalitis, meningoencefalitis, meningitis, mielitis,
etck la PCR en LCR permite el diagndstico de estas infecciones y la instauracién de la
terapia adecuada.

- Complicaciones respiratorias (neumonitis): a partir de lavado broncoalveolar u
otras muestras respiratorias profundas, limitada a pacientes inmunodeprimidos.

- Complicaciones en retinitis en pacientes con SIDA: para establecer el diagnostico
diferencial con el CMV (muestra adecuada: humor vitreo) y aplicar la terapia an-

tiviral especifica.
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6.3. ITOMEGALOVIRUS

6.3.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION POR CMV

E180% de la poblacion adulta en nuestro pais esta infectada por el CMV. Gran parte de
estas infecciones se contraen durante la gestacién, la lactancia o en la edad preescolar
o escolar. El virus puede transmitirse por la saliva (picos de incidencia en guarderiasy
en adultos jovenes) y a través de la sangre, de sus derivados y de los érganos trasplan-
tados. Cuando existen sintomas, se manifiesta como un sindrome mononucleésico y,
mas raramente, bajo la forma de hepatitis.
La situacién es muy diferente en el paciente inmunodeprimido (trasplantados de 61-
ganos s6lidos o de médula 6sea, neoplasicos, pacientes tratados con medicamentos
que deprimen la inmunidad celular como corticoides o ciclosporina y los portadores
del HIV-1). En esta poblacién las infecciones activas son muy frecuentes, generalmen-
te debidas a reactivaciones. El espectro clinico es muy variable y puede manifestarse
desde las formas asintomaticas a las que cursan con grave compromiso de la vida del
paciente; en cualquiera de los casos son manifestaciones clinicas inespecificas.

EI CMV es la causa mds frecuente de infecciones congénitas y neonatales. Se calcula que el

0,5 - 2,5% de los recién nacidos vivos contraen el virus durante el parto o durante la

lactancia materna. El1 40% de los nifios se infectaran durante el 1° afio de vida. Desde

el punto de vista clinico es importante distinguir:

- Infeccion por CMV:el aislamiento o identificacién del virus en algtin producto bio-
légico (sangre, orina, esputo, heces) o el aumento en 4 veces del titulo de Acs IgG
a-CMV o aparicién de Acs IgM a-CMV (seroconversion), en ausencia de sintomas o
hallazgos clinicos (leucopenia o signos de afectacién de algiin 6rgano).

- Enfermedad por CMV: demostracién de infeccién con evidencia histologica de los
ECP del virus o PCR ADN-CMYV detectable en las muestras tisulares, junto a la pre-
sencia de sintomas compatibles. La presencia de viremia en sangre (ADN-CMV)
por PCR, o 1a evidencia de seroconversion en un paciente con sintomas sugestivos
también permiten diagnosticar la enfermedad.

- Enfermedad diseminada por CMV: cuando se produce enfermedad en 2 o mas 6rga-
nos no contiguos o enfermedad localizada en un solo 6rgano, coincidiendo con la
deteccién del virus en sangre.

En las personas inmunocompetentes, los Acs IgM a-CMV son detectables 7-12 dias des-
pués de la aparicién de los sintomas, y tardan 2-3 semanas en alcanzar su nivel méaxi-
mo (Figura 24). Después, decrecen paulatinamente hasta ser indetectables unos me-
ses mas tarde. No obstante lo anterior, los Acs IgM a-CMV pueden persistir en el suero
1 aflo o0 mas tras la primoinfeccién, aun en ausencia de infeccién activa (replicacién
del virus). Los Acs IgG a-CMV pueden detectarse en el suero a las 4-6 semanas posterio-
res ala infeccién y, aunque su nivel declina, generalmente persisten en el suero de por
vida, si bien en concentraciones bajas. La avidez de los Acs IgG a-CMV aumenta con el
tiempo (maduracién de la afinidad), alcanzando su maximo a los 4-5 meses del inicio
de los sintomas.
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Por otra parte, los Acs que detectan todos los procedimientos serolégicos disponibles
reconocen mayoritariamente proteinas del tegumento (fosfoproteinas) y no glucopro-
teinas de su membrana, por lo que no existe correlacion entre el grado de proteccion frente
al CMV circulante, que sélo la confieren los Acs neutralizantes, y el nivel de Acs determinado
por estos métodos.

Lareactivacién de la infeccién latente y la reinfeccién por una cepa heterotipica gene-
ran un efecto amplificador (booster), que suele traducirse en un incremento apreciable
del nivel basal de los Acs IgG a-CMV (aumento de 4 veces el titulo). En estas circuns-
tancias la reaparicion de los Acs IgM a-CMYV en el suero es posible.

Sintomas
. Periodo de J

incubacién ¥ Acs IgG a-CMV
'———-‘—1_-_

2
<

PCR ADN-CMV

.40 4 23

dias semanas meses afios

Figura 24. Marcadores utilizados en el diagnéstico de CMV

6.3.2. METODOLOGIA DIAGNOSTICA PARA INFECCIONES POR CMV

6.3.2.1. Deteccion de Acs a-CMV. La IFI utiliza como fuente de antigeno un micro-
cultivo de CMV en fibroblastos humanos y son aptas para detectar Acs IgG e IgM
a-CMV. El mayor problema es la presencia de falsos positivos en la deteccion de Acs IgG
a-CMV debido a que CMYV induce receptores Fc en el citoplasma de los fibroblastos
que reaccionan inespecificamente con las IgG y que el personal inexperto puede
interpretar errbneamente. Estas inespecificidades aparecen como inclusiones cito-
plasmaticas perinucleares fluorescentes justo por fuera de la membrana nuclear de
estas células. Esto debe ser diferenciado de las inclusiones nucleares especificas de
CMV fluorescentes.

Los EIA son automatizables y pueden detectar Acs IgG e IgM a-CMV. Los métodos
EIA son también mas sensibles y la especificidad en la deteccién de Acs IgG a-CMV
es muy elevada, por encima del 98%. Estos ensayos presentan antigenos virales en
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la fase s6lida correspondientes a las fosfoproteinas de tegumento viral pp150 y pp65
que son las més inmunogénicas.

El ensayo de avidez para los Acs IgG a-CMV se basa en un EIA en el cual el suero del pa-
ciente se hace reaccionar en duplicado con el antigeno CMV adherido a los pocillos
de una microplaca. Tras la primera incubacién, seguida de un lavado de la micropla-
ca, los duplicados de cada suero se incuban con 2 soluciones tampoén distintas: i)
diluyente de muestra o ii) solucién conteniendo urea. Este tiltimo reactivo provoca la
disociacién de la unién antigeno-anticuerpo formado precedentemente, en distinta
medida segin la avidez de los Acs. Tras un nuevo lavado, los Acs que queden unidos
a la fase sélida se evidencian mediante sucesivas reacciones con Acs anti-IgG hu-
mana marcado con peroxidasa, y un cromogeno. Finalmente, se calcula la relacién
entre las densidades 6pticas obtenidas con las 2 soluciones tampén utilizadas y se
expresa como porcentaje de avidez. Una avidez mayor a 45% indica presencia de Acs
IgG a-CMV de alta avidez.

Los Acs neutralizantes son aquellos capaces de bloquear la capacidad infectiva del
virus contra el antigeno viral al que van dirigidos. Estos Acs aparecen después de una
media de 13 semanas tras la seroconversion o de 15 semanas tras la primoinfeccion.
Por lo tanto, la ausencia de los Acs neutralizantes a-CMV en presencia de Acs IgG a-CMV se-
ria un marcador fiable de infeccion primaria reciente, mientras que su presencia exclui-
riala infeccién en un tiempo inferior a 13-15 semanas. Los Acs neutralizantes a-CMV
van dirigidos contra las proteinas virales gB (glicoproteina UL55) y gH (glicoproteina
UL75). Sin embargo, poner a punto la deteccién de estos Acs en el laboratorio requie-
re de técnicas largas y laboriosas, y es necesario poder mantener cepas vivas del virus
en cultivo celular, lo cual no es posible para la mayoria de los laboratorios clinicos.
Recientemente se han comercializado 2 técnicas de inmunoblot y de EIA en las que
se utilizan como antigeno las mismas glicoproteinas recombinantes gB y gH.

6.3.2.2. Deteccion de ADN-CMV. La PCR cualitativa se aplica en las siguientes situa-
ciones

- Infecciones del SNC (encefalitis, mielitis, etc.): La deteccién de ADN-CMV en LCR
es el método de eleccion. Se correlaciona con los estudios histopatolégicos y con
las manifestaciones clinicas.

- Otras infecciones por CMV en pacientes con SIDA (retinitis, esofagitis, duodenitis,
colitis, etc). De ellas, 1a més frecuente es la retinitis, que suele diagnosticarse por
exploracién oftalmolégica. En algunos casos, cabe la necesidad de un diagnéstico
diferencial (por ejemplo con VZV)y se realiza sobre humor vitreo.

- Infecciones congénitasyneonatales: Puede detectarse ADN-CMYV en orina, sueroy
LCR de neonatos con infeccién congénita. Los infectados con deteccién de geno-
ma en LCR se correlacionan con retraso en el desarrollo neurosensorial.

- Infecciones en trasplantados: La PCR cualitativa puede predecir precozmente el
riesgo de reactivacion, lo que no quiere decir enfermedad. Para mejorar el valor
pronéstico se estan utilizando técnicas de PCR cuantitativas (CVP-CMV), ya que
se ha demostrado que una mayor CVP se asocia con una mayor probabilidad de
enfermedad por CMV.
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6.3.3. ESTRATEGIA DIAGNOSTICA PARA LA INFECCIONES POR CMV

6.3.3.1. Diagnoéstico de primoinfeccion-reactivacién de CMV. El diagnoéstico de una
infeccion primaria de reciente adquisicién mediante el ensayo de Acs IgM a-CMYV re-
sulta dificil dada la presencia de esta clase de Acs también en casos de infecciones
recurrentes. Ademas, los Acs IgM a-CMV pueden detectarse en suero durante varios
meses, y en pacientes inmunodeprimidos hasta 2 afios. La medida de la avidez de los
AcsIgG a-CMV es particularmente til para el diagnéstico de una infeccién primaria.
Asi, para la diferenciacién seroldgica entre infeccion primariay secundaria (reactiva-
cibén o reinfeccion), se puede recurrir a distintas estrategias (Tabla 8).

TABLA 8. Pruebas utilizadas para el diagnéstico por CMV

INFECCION PRIMARIA | INFECCION SECUNDARIA
Seroconversion SI NO
Nivel alto de IgG en muestra Ginica SI SI
Deteccién de Acs IgM SI posible
Deteccion de Acs I1gG <30% > 65%
Acs neutralizantes NO SI

6.3.3.2. Infeccion de CMV en trasplantes sdlidos. La infeccién por CMV aparece en
el 30 — 80% de los pacientes sometidos a trasplante de 6rganos sélidos, aunque su
incidencia y la presencia de enfermedad sintomatica varian dependiendo del tipo de
trasplante, de 1a presencia de factores de riesgo asociados y de las estrategias de pre-
vencioén utilizadas. No todos los pacientes trasplantados de 6rganos sélidos tienen el
mismo riesgo de desarrollo de infeccién o enfermedad por CMV. El principal factor de
riesgo de enfermedad por CMV es el trasplante de un donante seropositivo (D+)a un receptor
seronegativo (R-) por lo cual es importante conocer el status seroldgico del receptor median-
te el dosaje de Acs IgG a-CMV.
El periodo de mayor riesgo de infecciéon por CMV esté entre el 1° - 6° mes post-tras-
plante, con una maxima incidencia entre el 2° - 3° mes. En la infeccion primaria (D+/R-),
la falta de inmunidad especifica del receptor permite una gran replicacién de CMV,
y suele ser una infeccién sintomatica (enfermedad por CMV) a veces muy grave. En las
reactivaciones (D+/R+), 1a propia inmunidad humoral y celular del receptor disminu-
yen la dindmica de replicacién del virus con lo que la incidencia y gravedad de la
enfermedad es menor.
La infeccién por CMV en individuos trasplantados tiene 2 tipos de efectos (Figura 25):
- efectos directos: causados como consecuencia de la invasion viral (injuria celular
y tisular) dando lugar al sindrome viral o enfermedad por CMV, o a enfermedad
invasiva.
- efectos indirectos: causados por la respuesta inflamatoria con produccién y libe-
racién de citoquinas o por alteraciones en la respuesta inmune y respuesta in-
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flamatoria del hospedero. La replicacion viral del CMV produce una situacién de
inmunosupresién debido a las alteraciones funcionales que causa en los linfocitos
ymonocitos, alterando la capacidad de respuesta y la produccién de citoquinas. Es-
tas alteraciones en la respuesta inmune pueden explicar la frecuente asociacién de
CMV con otras infecciones (bacterianas o flingicas) o de desarrollo de infecciones
oportunistas (I0) como neumonia por P. jirovecii y aspergillosis invasiva. La infec-
cién por CMV también se ha asociado a activacién de otros herpesvirus como HSV,
VZV, EBV, HHV-6 o0 HHV-8. Otros efectos indirectos del CMV, relacionados con la
inmunoactivacién que el virus produce en el hospedero, es el desarrollo del recha-
20 del injerto. Esta relacién parece ser bidireccional. Los mecanismos potenciales
incluyen sobreexpresién de las moléculas de los antigenos mayores de histocom-
patibilidad, factores de crecimiento, y citoquinas inflamatorias que aumentan la
expresion de antigenos de HLA de clase I.

SINDROME VIRAL
NEFRITIS

INFECCION CMV EFECTOS DIRECTOS HEPATITIS

LATENTE MIOCARDITIS
ENFERMEDAD INVASIVA | pANCREATITIS

@ couTis

INFECGION RETINITIS
CMV ACTIVA ENFERMEDAD LINFOPROLIFERATIVA

SINDROME DE GUILLIAN-BARRE

DBT + CARDIOPATIA

INFECCIONES
EFECTOS INDIRECTOS | INMUNOSUPRESIGN OPORTUNISTAS

RECHAZO

AGUDO 0 CRONICO
EFECTOS SOBRE

EL INJERTO
OTROS EFECTOS

SOBRE EL INJERTO

.

CORAZON PULMON HIGADO RINON

ESCLEROSIS SINDROME DE TROMBOSIS DE NEFROPATIA
CORONARIA BRONQUIOLITIS ARTERIA HEPATICA CRONICA
ACELERADA OBLITERANTE

Figura 25. Efectos directos e indirectos de la infeccién por CMV en individuos trasplantados.

En el trasplante renal, hay evidencia de la influencia de la infeccién por CMV en la
pérdida del injerto. La enfermedad por CMV se ha asociado con las 2 principales cau-
sas de pérdida tardia del injerto: i) 1a enfermedad cardiovascular y ii) el rechazo crénico
del injerto. Para ello se debe monitorear la posible infeccion por CMV por métodos mole-
culares.
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Como la incidencia de enfermedad por CMV es especialmente elevada en el paciente
D+/R-, se recomienda realizar medidas preventivas para la infeccién por CMV. Para
prevenir la infeccién por CMV en el paciente trasplantado hay 2 aproximaciones po-
sibles:

tratamiento anticipado: consiste en monitorizar periodicamente con técnicas
diagnosticas moleculares sensibles (preferentemente CVP-CMV) para detectar la
presencia de CMV. Si las pruebas son positivas, a partir de un punto de corte defi-
nido segtn el tipo de trasplante y la técnica de diagnéstico utilizada, se inicia un
tratamiento antiviral hasta la negativizacién de la prueba y resolucién clinica.
profilaxis: consiste en la administraciéon de un fairmaco antiviral de forma conti-
nua durante el periodo de mayor riesgo tras el trasplante (6 meses post-trasplan-
te). El tratamiento anticipado ha mostrado efectos beneficiosos en la evolucién del
injerto y en la supervivencia del paciente. La aparicién de un fAirmaco oral como
el valganciclovir, con una buena biodisponibilidad oral y el desarrollo de técnicas
diagnosticas sensibles, ha permitido adoptar esta medida en los grupos de menor
riesgo de infeccién o enfermedad por CMV como es el grupo de D+/R+.

6.3.3.3. Infecciéon por CMV en la mujer embarazada

Embarazada seropositiva para CMV antes de la concepcion: representan el 50-70%
de los casos en paises industrializados y presentan un riesgo de transmision de
CMYV al RN de aproximadamente 1%. Por ello, no es necesario el monitoreo de la
infeccion en estas pacientes.

Embarazada seronegativa para CMV dentro de los 6 meses previos a la concepcion:
este grupo es susceptible de infeccién primaria por CMV. La deteccién de Acs IgG
a-CMV deber4 ser realizada al menos al 2° - 4° mes del embarazo. Si se observa sero-
conversion, se establece el diagndstico de infeccién primaria por CMV y se podria
determinar el diagndéstico prenatal de infeccién congénita.

Embarazadas con status seroldgico pre-concepcion desconocido: en esta situaciéon
es necesario realizar el dosaje de Acs IgG a-CMV.

El diagnéstico de infeccién primaria en la mujer gestante y su utilidad practica repre-

senta un reto no resuelto por las técnicas de laboratorio debido a que:

el riesgo de complicaciones significativas para el RN es muy bajo en caso de una
reactivaciéon materna o de una primoinfeccién fuera del primer trimestre de em-
barazo.

no es posible identificar los casos concretos con riesgo de presentar complicacio-
nes graves en el nacimiento, ni siquiera dentro de las que adquieren la infeccién
durante el primer trimestre

es dificil, en la practica, determinar el momento preciso de adquisicién de la infec-
cién primaria en la madre.

probablemente, muchos fetos gravemente afectados por el virus conducen a abor-
to espontaneo.
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En consecuencia, se recomienda el screening sistemdtico de Acs IgG a-CMV en la emba-
razada y en base al resultado obtenido, seguir el algoritmo diagndéstico detallado en
la Figura 26. Ademas, es recomendable conservar un suero obtenido durante el em-
barazo, con el fin de ayudar en el diagnostico diferencial de una hipotética infeccion
congénita clinicamente manifiesta en el RN

Acs IgGI a-CMV
+ +
No reactivos Reactivos
| }
Sin contacto Acs IglVll a-CMV
revio
P f ]
No reactivos Reactivos
| |
Infeccidn Avidez 1gG a-CMV
asada L
P { }
Acs neutralizantes +— < VC >VC
| |
Infeccién
No reactivos Reactivos pasada
| ! ( >4meses)
Probable Probable
Infeccién Infeccién
reciente pasada
Figura 26. Algoritmo diagnostico de infeccién por CMV en embarazadas

6.3.3.4. Infeccion congénita por CMV. La infeccién por CMV es la principal causa
viral de enfermedad neurolégica congénita. En contraste a la susceptibilidad del SNC
en desarrollo, el CMV no es una amenaza particular para el cerebro maduro, excepto
en condiciones de inmunosupresioén. Se ha demostrado que el CMV tiene predileccion
intrinseca por las células cerebrales en desarrollo que parece estar relacionada con la
unién del virus a moléculas de superficie y de transporte que se expresan en células
cerebrales inmaduras, pero no en las maduras. Las células neuronales progenitoras
de las que se derivan los tipos celulares més importantes del SNC son permisivas a
lainfeccién por CMV. La infeccién de las células precursoras se asocia con alteraciéon
de la proliferacién celular y con aumento de las tasas de muerte celular. Esta hipdte-
sis coincide con la observacién de que el CMV tiende a infectar preferentemente las
zonas ventriculares y subventriculares del cerebro fetal, donde se localizan las célu-
las neuroepiteliales indiferenciadas. Se desconocen los mecanismos fisiopatologicos
por los cuales se comprometen de manera aislada las células del nervio auditivo.

De la totalidad de los pacientes que nacen infectados con CMYV, s6lo el 10% presen-
ta signos y sintomas de la enfermedad en el momento del nacimiento. Se han des-
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crito manifestaciones neurolégicas en un 55% de los pacientes sintomaticos, e in-
cluyen microcefalia, calcificaciones intracraneanas, coriorretinitis, y convulsiones.
Los cambios radiologicos a nivel del SNC incluyen microcefalia con polimicrogiria
(malformacién cerebral caracterizada por excesivos pliegues corticales y surcos poco
profundos), disminucién del volumen de la sustancia blanca, gliosis, calcificaciones
cerebrales de predominio periventricular, retraso en la mielinizacién e hipoplasia
cerebelosa.

E190% de los pacientes tienen una infeccion clinicamente silente en el momento del
nacimiento. De este grupo, 10 — 15 % tendran pérdida auditiva, problemas de compor-
tamiento o hiperactividad en etapas mas tardias.

- Diagnéstico prenatal de la infeccién por CMV: Una vez diagnosticada la infec-
cién primaria por CMV en la embarazada, se puede acceder al diagndéstico prena-
tal de la infeccién. El 70% de los casos confirma ausencia de infeccion congénita. E1
CMV se transmite al feto cuando los leucocitos maternos infectados atraviesan
la barrera placentaria y llegan a la circulacién fetal por medio de los vasos del
cordén umbilical. Otra posibilidad es que el virus infecte primero la placenta y
posteriormente el liquido amnidtico. Las células amnidticas infectadas podrian
ser ingeridas por el feto, después de lo cual el virus replicaria en la orofaringe e
invadiria la circulacién fetal para diseminarse a los érganos blanco. El epitelio
tubular dentro del rifién es el sitio de mayor replicacién del CMV. Mediante este
mecanismo de infeccidn, el feto excretaria virus por la orina dentro del liquido
amnioético. Por lo tanto, el liqguido amnidtico es la muestra de eleccion para realizar
el diagndstico prenatal de la transmisién de CMV obtenido por amniocentesis entre las
21-23 semanas de gestacion. Sin embargo, esta practica genera un riesgo al fetoy,
sumado a la baja probabilidad de desarrollo de enfermedad por CMV, hace poco
recomendable su practica.

- Diagnéstico postnatal de infeccién por CMV: El método de referencia para el
diagnostico de infeccién congénita por CMV es el aislamiento del virus en fibroblas-
tos humanos en las primeras 2 semanas de vida. Sin embargo, por incapacidad de
la mayoria de los laboratorios diagndsticos en implementar esta practica, se ha
reemplazado por los ensayos de PCR cualitativa con una sensibilidad cercana al
100%. La determinaciéon del ADN-CMYV en orina del RN por PCR en el momento del
nacimiento parece ser tan sensible y especifica como la deteccién en plasma y no
es invasiva. La determinacién de Acs IgM a-CMV en el RN presenta una sensibili-
dad del 70,7%, por lo que la utilidad de ésta Gltima en el diagnostico de infeccion
congénita por CMV es limitada.

El tratamiento con medicamentos antivirales especificos como ganciclovir y foscar-
net no ha demostrado modificar significativamente el curso de la enfermedad neuro-
l6gica establecida ni el riesgo de desarrollar hipoacusia en etapas posteriores.

Lo habitual es que la necesidad de un diagnéstico diferencial se presente mds alld de
los 3 meses de vida donde la positividad de una PCR o de una determinaciéon de Acs
IgM a-CMV no conduce a diferenciar si se trata de una infeccién congénita o peri-
natal (lo méas frecuente y con escasas repercusiones, por otra parte). Si se dispone de
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sueros maternos obtenidos durante la gestacion y tras el parto, es posible que nos aclaren
la situacion, pero s6lo si se demuestra seroconversion o presencia de Acs IgM a-CMV
en la gestacién (confirma la adquisicién congénita) o la seronegatividad tras el parto
(la excluye).

6.4. HERPESVIRUS HUMANOS TIPO 6y 7

El Herpesvirus Humano tipo 6 (HHV-6) fue aislado por primera vez a partir de linfocitos
de sangre periférica en pacientes con sindromes linfoproliferativos, 2 de ellos coinfecta-
dos con el HIV-1. Se diferencian 2 subespecies o variantes denominadas, respectivamente,
Ay B. El1 HHV-6 es un virus linfotropico y citopdtico que ha sido implicado en numerosos
cuadros clinicos y también como cofactor en la progresién del SIDA. Actualmente, se lo
considera el agente etioldgico del exantema suibito (roseola linfantum), la manifestacion cli-
nica de la infeccion primaria. También es responsable de hepatitis activa en pacientes con
un cuadro semejante a la mononucleosis infecciosa. No esta clara su implicacién en otros
cuadros como el sindrome de fatiga-crénica, diversos sindromes linfoproliferativos, ence-
falitis, etc. Tras la infeccién primaria (en la primera infancia), el HHV-6 persiste en diver-
sas células y tejidos, como las glandulas salivales. Es muy probable que la saliva ocupe un
papel central en la transmisién. La consecuencia final es la elevada seroprevalencia en los
adultos (> 70%.)

En pacientes inmunocompetentes, el cuadro clinico mas frecuente asociado a HHV-6 es el
exantema stibito en nifios y, muy raramente, el sindrome mononucleésido y la hepatitis. En
muchos casos, la confirmacién diagnostica es innecesaria. Cuando no es asi, se lleva a cabo
por serologia, mediante técnicas de IFI y de EIA. La aparicion de Acs IgM a-HHV-6 se asocia
ala fase aguda de la infeccién. Los Acs IgG a-HHV-6 aparecen algo después, siendo diagnés-
ticas la seroconversiéon o la presencia de titulos elevados en una sola muestra.

En pacientes inmunodeprimidos, 1a infeccién por HHV-6 puede diagnosticarse por sero-
logia en ciertos casos, siguiendo los criterios anteriores. A causa de la escasa respuesta
de Acs que puede presentarse en estos pacientes, es posible que debamos recurrir a otras
técnicas, como la amplificacién por PCR sobre suero, plasma o LCR.

El Herpesvirus Humano tipo 7 (HHV-7) se aisl6 en 1989 a partir de linfocitos de sangre pe-
riférica, en condiciones de activacion de células T, células para las que presenta tropismo.
Presenta homologia genémica con el HHV-6, lo que determina reacciones cruzadas entre
ambos virus, pero no proteccién de uno frente al otro. La seroprevalencia es muy elevada
(> 80%) en adultos. E1 HHV-7 se ha aislado de saliva en un porcentaje elevado de adultos
sanos seropositivos, 1o que indica que es un habitante frecuente en esta localizacién y per-
mite delinear sus mecanismos de transmisiéon aunque representa una dificultad afiadida
a la hora de conocer su significacién clinica. Se le ha implicado en el sindrome de fatiga
crénica, asi como en algunos procesos febriles y en cuadros exantematicos infantiles. Asi,
al no estar bien definida su significacién clinica, no se recomienda su investigacion rutinaria.
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6.5. VIRUS EPSTEIN-BARR

6.5.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION POR EBV

La infecciéon primaria por EBV es habitualmente asintomatica en la infancia, mientras
que se manifiesta como mononucleosis infecciosa (MI) en dos terceras partes de los
adolescentes. Ademas, el EBV esta implicado cada vez mas en la patogénesis de dife-
rentes neoplasias, como son la forma endémica del linfoma de Burkitt, el carcinoma
nasofaringeo y los sindromes linfoproliferativos postrasplante. También se han rela-
cionado los linfomas tipo Hodgkin y no-Hodgkin del SNC en SIDA. Recientemente se
le ha implicado en la patogénesis de tumores de mtsculo liso en inmunodeprimidos
y en carcinoma gastrico.

La infeccién se adquiere por transmisién oral (saliva) y, tras una fase de multiplica-
ci6én en las células de la orofaringe, se produce la infeccién de los linfocitos B, en los
que se inicia una fase de latencia. En los ciclos liticos se produce replicacién, sintesis
proteica y génesis de nuevos virus, mientras que en fase de latencia se producen sélo
algunas proteinas y no se desarrollan viriones. En la fase de latencia, el EBV inmor-
taliza a las células infectadas lo que podria intervenir en la patogénesis de algunos
tumores.

6.5.2. DIAGNOSTICO DE MI

Caracteristicamente, la MI se presenta con un cuadro febril de magnitud variable de
varios dias de duracién (2 a 3 semanas), faringitis asociada a exudado en ~30% de los
casos y adenopatias cervicales anteriores y posteriores. Durante la fase prodrémica
se observa decaimiento, anorexia, fatiga, cefalea y fiebre. Los sintomas alcanzan ha-
bitualmente su mayor intensidad al final dela 1° semana y declinan progresivamente
durante las proximas semanas (1-3 semanas). La frecuencia de esplenomegalia es
variable con deteccion al examen fisico en mas de 17% de los pacientes y en estudios
por imégenes en cerca de 100%. El exantema ocurre en aproximadamente en 5% de
los pacientes pudiendo ser de tipo macular, petequial, escarlatiniforme, urticarial o
eritema multiforme.

Los pacientes afectados presentan linfocitosis > 50% y un recuento de linfocitos atipicos
(células irritativas) >10%. Sin embargo, la sensibilidad de estos criterios es limitada y
no supera el 66 y 74%, respectivamente. La especificidad es cercana a 80 y 90%, res-
pectivamente. Mas de 50% de los casos tiene neutropenia y otro 3% presenta anemia
hemolitica, en ambos casos de tipo leve.

La infeccién aguda por EBV se establece en linfocitos B, provocando la estimula-
cién y produccién de una diversidad de Acs dirigidos contra el propio EBV y otros
antigenos no relacionados tales como eritrocitos de otras especies mamiferas (sin
exposicién previa), o plaquetas. Los Acs dirigidos a antigenos de otras especies se
denominan Acs heterdfilos y pueden ser detectados mediante pruebas de aglutinacién
utilizando eritrocitos de cordero (reaccién de Paul-Bunnell) o mediante una diversidad
de sistemas comerciales que utilizan pruebas de aglutinacion con eritrocitos o parti-
culas de latex. Los preparados disponibles difieren en su sensibilidad y especificidad,
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presentando en general la mejor la sensibilidad con eritrocito de caballo. Estos Acs
aparecen progresivamente durante la primera semana de enfermedad por lo que su
positividad es mayor después de este periodo (Figura 27). Los falsos positivos son in-
frecuentes y explicados por casos de linfoma, hepatitis viral o enfermedades autoin-
munes. La determinacion de Acs heteréfilos es precoz y sensible en la M1, pero no especifica,
y tiene el inconveniente de ser negativa al menos en un 50% de los nifios menores
de 5 afios, lo cual hace que se requiera la deteccién de Acs contra antigenos especifi-
cos. Los Acs heterdfilos aparecen en el 90% de los enfermos adultos con MI por EBV. Por lo
tanto, la presencia de linfocitosis > 50%, linfocitosis atipica > 10% y Acs heter6filos
positivos mediante cualquier técnica disponible, permiten reconocer acertadamente
los casos de MI (Figura 27).

Acs IgG a-VCA

Acs IgG a-EBNA

Acs Heterdfilos

e~

Tiempo (meses)

Figura 27. Marcadores para el diagnéstico de MI

Los Acs IgM contra el antigeno de la capside viral (Acs IgM a-VCA) se desarrollan duran-
te el periodo de incubacién y estan presentes al inicio de la enfermedad. En casos
de Acs heterdfilos negativos, la solicitud de Acs IgM a-VCA permite detectar un porcentaje
adicional de casos.

Para confirmar en forma inequivoca un cuadro agudo de M1, la presencia de Acs IgM
a-VCA debe estar asociada a la ausencia de Acs contra los antigenos nucleares del EBV
(Acs a-EBNA) y presencia de Acs IgG contra los antigenos tempranos patrén difuso (Acs
a-EA/D). La infeccion antigua para EBV se establece principalmente por la deteccién
de Acs IgG a-VCA asociada a la presencia de Acs a-EBNA.

La ausencia de Acs heterofilos y de Acs IgM a-VCA, permite descartar razonablemente MI
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por EBVy obliga a plantear otra etiologia, principalmente el sindrome mononucledsido
por CMV. Este sindrome afecta a adolescentes y adultos, aunque se presenta en un
rango méas amplio de edad y mas del 40% de los casos ocurre a partir de los 30 afios.
La presencia de faringitis, adenopatias o esplenomegalia es infrecuente. La fiebre
habitualmente es mas prolongada y en algunos casos puede alcanzar los 4 meses de
duracion. Aproximadamente el 30% de los casos de MI no asociados a EBV son pro-
vocados por CMV (5-7%). El diagnoéstico de sindrome mononucleésido por CMV debe
plantearse en aquellos casos donde se ha descartado una infeccién aguda por EBV
(Figura 28).

Fiebre prolongada
Adenopatias cervicales
Faringitis
Linfocitosis atipica

| Acs Heterdfilos |

POSITIVOS

NEGATIVOS |

INFECCIOSA

MONONUCLEOSIS |

Acs IgM aVCAEBV |

POSITIVOS

| | NEGATIVOS |

MONONUCLEOSIS

| Estudio de otros agentes |

INFECCIOSA

Figura 28. Algoritmo diagnoéstico para la MI

La IFI es el procedimiento recomendado para la deteccion de Acs IgG e IgM a-VCA,
Acs IgG a-EA/D, Acs 1gG a-EA/R y Acs IgG a-EBNA. Se ha desarrollado diversos EIAs
para la deteccién de estos Acs a-EBV especificos mencionados anteriormente. Unos
emplean extractos crudos de células infectadas por el EBV o proteinas virales puri-
ficadas mediante cromatografia de afinidad como antigenos de la reaccién, y otras
proteinas recombinantes o péptidos sintéticos.

6.5.3. DETECCION DEL EBV EN NEOPLASIAS
En las neoplasias asociadas al EBV pueden ser 1tiles las pruebas seroldgicas, 1as técnicas
de inmunohistoquimica y los métodos de biologia molecular. Todas ellas tropiezan con
la dificultad de la alta prevalencia de la infeccién y con la necesidad de cofactores
externos para desarrollar su capacidad transformante.
En el linfoma de Burkitt, el carcinoma nasofaringeo y en pacientes inmunodeprimidos
se encuentran titulos altos de Acs a-VCAy a-EA. La respuesta de Acs a-EA est4 dirigi-
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da al EA/R en el linfoma de Burkitt y en los individuos inmunodeprimidos, y contra
al EA/D en el carcinoma de nasofaringe.

La mayor parte de los enfermos con carcinoma nasofaringeo desarrollan respuesta de
Acs de clase IgA a diferentes proteinas del EBV. Las pruebas seroldgicas mas utiliza-
das en el carcinoma de nasofaringe son la determinacién de Acs IgA a-VCA 'y a-EA,
presentando la primera una sensibilidad cercana al 100% y la segunda una especi-
ficidad también cercana al 100%. El carcinoma nasofaringeo es uno de los tumores
mas facilmente tratables si se realiza un diagnostico precoz por lo que, dada la fiabi-
lidad de las determinaciones seroldgicas, se esta realizando deteccién en masa en las
zonas endémicas de este tumor.

La PCR para detectar el ADN-EBV posee escasa aplicacién diagnostica en la prictica
diaria. Se ha utilizado para la investigacion de la implicacién patogénica en determi-
nados procesos linfoproliferativos y para confirmar su papel en otros ya conocidos,
asi como para diferenciar los subtipos virales. Es posible detectar ADN viral en los
linfocitos de pacientes seropositivos sin enfermedad por el EBV. La asociacién entre
sintomas y cantidad de genomas del EBV presentes en la muestra, fundamentoé la
utilidad de las técnicas cuantitativas de PCR para el seguimiento de pacientes pos-
trasplantados. Esta pendiente de confirmacién el empleo de 1a PCR como marcador
precoz en los sindromes linfoproliferativos asociados al EBV. En estos momentos,
la aplicacién queda técnicamente establecida en el diagnéstico de la afectacion del
sistema nervioso central en pacientes con SIDA a partir de muestra de LCR y en
muestras de tejido procedentes de tumores para la deteccién del ARNm de proteinas
tempranas de la replicacion del EBV.

6.6. HERPESVIRUS HUMANO TIPO 8 (HHV-8)

6.6.1. MANIFESTACIONES CLINICAS
La infeccién por HHV-8 es asintomatica en la mayoria de los casos pero puede pro-
gresar a diversos trastornos linfoproliferativos. La epidemia de HIV-1 evidenci6 la
aparicion frecuente de un tumor angioproliferativo de la piel, denominado Sarcoma
de Kaposi (SK), en los individuos infectados. Esto condujo al descubrimiento de un
nuevo herpesvirus, que posteriormente se demostré que se asociaba con todas las
formas clinico-epidemiolégicas de SK. El virus se caracteriz6 rapidamente como aso-
ciado a los herpesvirus y fue clasificado como el HHV-8. Pronto se reconocié también
que estaba asociado con algunos tipos poco frecuentes de linfomas en pacientes con
SIDA: el linfoma primario de cavidades (PEL) y 1a enfermedad de Castleman (MCD).
Actualmente, el diagnoéstico del SK requiere de una evaluacion clinica e histolégica,
demostrando la infeccion de HHV-8 en la lesion por técnicas moleculares. Se utiliza la
amplificacién de genes K, especificos del virus. La sensibilidad es fundamental ya
que el virus se encuentra en bajo ntmero de copias debido a su estado de latencia. La
mayoria de los reportes indican sensibilidades de 1-100 copias/reaccion.
Los métodos utilizados para la deteccion de Acs a-HHV-8 abarcan EIA e IFI. Sin embar-
g0, como no todas las personas infectadas presentan todos los Acs a-HHV-8 al mismo
tiempo existe falta de concordancia entre los ensayos serologicos. Este fenémeno de
reactividad parcial a Acs es mucho mas aparente en poblaciones con bajo riesgo de
infeccién, como dadores de sangre.
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GENERALIDADES DE LAS ENFERMEDADES ERUPTIVAS CAUSADAS POR VIRUS

El exantema es una erupcién eritematosa difusa, de extensién y distribucién variable, ha-
bitualmente autolimitada, formada por lesiones de caracteristicas morfologicas variables
(maculas, papulas, vesiculas o puistulas). Las principales enfermedades relacionadas a los
exantemas viricos se detallan en la Tabla 9.

TABLA 9. ENFERMEDADES EXANTEMATICAS MAS FRECUENTES

ENFERMEDAD CARACTERISTICAS ETIOLOGIA
Exantema generalizado
3 maculopapular morbiliforme . L
SARAMPION rojizo confluente. Progresiéon ggﬁgﬁ%ﬁ%ﬁpﬁ}% dae Género
(I’ ENFERMEDAD) craneo-caudal. Descamacion Morbillivirus) VX
fina.
Exantema generalizado MP .
RUBEOLA confluente. Progresién craneo- ngfilc}g ﬁ(ﬁggggil; dae Género
(3 ENFERMEDAD) caudal. De 3 dias de duracion. Rubivirus)
Rubefaccién facial en ambas
mejillas (1° fase). Exantema .
ERITEMA INFECCIOSO reticular generalizado con mayor &ﬁ?;%i?vloiiri dae Género
(5" ENFERMEDAD) extensioén en brazos, muslos y Erythroparvovirus)
nalgas (2° fase). Tytirop
Exantema generalizado macular
- o maculopapular morbilliforme |Herpervirus Humano tipo 6
éxggggglﬁsg Ego rosado tenue con afectacion Herpervirus Humano tipo 7
principal en tronco. (Familia Herpesviridae)
Exantema macular o MP
3 y descendente, petequial o Virus Coxsackie y Echovirus
EXANTEMA ENTEROVIRICOS |purpdrico, generalmente con (Familia Picornaviridae Género
afectacién palmo-plantar. Enterovirus)
Lesiones profundas y
. delimitadas con umbilicacién  |Virus mpox
VIRUELA SIMICA central y progresion de la lesién |(Familia Poxviridae

(similar a la lesién herpética).

Género Orthopoxvirus)
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Los exantemas virales generalmente suelen ser la manifestacién de una primoinfeccion.
Su aparicién puede preceder de una serie de sintomas generales (fiebre, artralgias o adeno-
patias). Aunque la clasificacién de estos exantemas no es ficil puede realizarse en base a
las caracteristicas clinicas de las lesiones (TABLA 10).

El caracter benigno y autolimitado de la mayoria de las enfermedades virales exante-
maticas, hace que habitualmente no sea fundamental conocer de forma precisa el virus
causante. Solo en determinadas situaciones concretas, como el embarazo, la inmunosu-
presién o situaciones de riesgo, puede ser necesario identificar el agente etioldgico res-
ponsable.

TABLA 10. AGENTES VIRALES SEGUN EL TIPO DE LESION EXANTEMATICA

ERITEMATOSA ADV, CMV, EV, EBV, HSV-1, PV-B19, Virus de la Rubeola (RbV)
PETEQUIAL ADV, EV, HBC, virus del Sarampion.
HEMORRAGICO Virus Junin, Virus Ebola, Hantavirus.

El mecanismo por el cual aparecen los exantemas en el curso de las infecciones viricas
puede ser variado. Actualmente se consideran fundamentalmente 3 posibles mecanismos
patogénicos diferentes:

1. Invasion directa de la piel por via hematdgena (varicela, viruela y algunas infeccio-
nes por enterovirus). Puede producir un “rash” incluso en ausencia de respuesta
inmune por parte del hospedero. En estos casos, las lesiones suelen ser vesiculosas
o incluso ulcerosas.

2. Interaccionentreel propiovirusylarespuestainmune (sarampion, rubéola). En estos
casos, puede aislarse el virus a partir de la piel, aunque intervengan factores inmu-
nologicos en la aparicién del exantema.

3. Presencia de anticuerpos circulantes (infeccién por PV-B19))sin que sea precisa la
presencia del virus causante en la piel.

7.1. PARVOVIRUS B19

En 1985 se demostrd que el Parvovirus B19 (PV-B19) es el agente etioldgico responsable del
Eritema Infeccioso (EI), megaloeritema epidémico o “quinta enfermedad”.

El PV-BI19 es un virus desnudo de simetria isométrica con genoma de ADN monocatenario
lineal no segmentado de 5,6 Kb. Seglin la nueva clasificacién del ICTV, el PV-B19 est4 in-
cluido en el género Erythrovirus de la familia Parvoviridae.

En la actualidad, el espectro de cuadros clinicos en los que se implica al PV-B19 se ha am-
pliado, e incluye: produccién de abortos o hidropesia fetal no inmune, artritis, anemia
crénica en individuos inmunodeprimidos, crisis aplasica transitoria, eritroblastopenia
transitoria de la infancia, parpura vascular, parpura trombocitopénica, hemofagocitosis,
encefalitis, miocarditis, costocondritis, linfadenitis mesentérica, gastroenteritis aguda,
pseudoapendicitis, vasculitis aguda, poliarteritis nudosa, queratolisis exfoliativa, bronqui-
tis, bronquiolitis, laringitis, sindrome de distress respiratorio y otros.
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La primoinfeccién ocurre mas frecuentemente entre 5-15 afios (70%): s6lo un 10% de los ca-
sos tiene lugar en edades inferiores y un 20% en superiores. La prevalencia aumenta desde
el 2-10% en nifios < 5 afos, el 40-60% en los adultos y > 90% en los ancianos.

Las infecciones por PV-B19 son, en su mayoria, asintoméaticas. En contagios demostrados
serolégicamente, sélo el 35% present6 manifestaciones clinicas.

El mecanismo de transmision es, fundamentalmente, a través de las secreciones respirato-
rias, de persona a persona, tras contacto intimo. Sin embargo, los altos niveles de viremia
que se alcanzan durante la infeccién, incluso en individuos asintomaticos, hacen posible
la transmisién a través de transfusiones sanguineas y de inmunocomponentes (factores
VIII y IX, albimina e incluso inmunoglobulinas). La frecuencia de viremia a titulos altos
en donantes oscila entre 1/20.000 - 1/40.000 unidades de sangre durante un periodo epi-
démico, por lo que resulta poco comtn esta fuente de infeccién. Es importante conocer
que, cuando estdn presentes las manifestaciones clinicas, ya no existe riesgo de contagio.

7.1.1. MANIFESTACIONES CLINICAS
Gracias al estudio realizado por Anderson en voluntarios pediatricos, a los que ino-
culé el virus por via intranasal, se conocieron los cambios clinicos, hematolégicos,
virolégicos y serolégicos asociados a la infeccién por PV-B19 (Figura 29).

Fiebre
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0o 7 14 21 28 2 4 6
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Figura 29. Curso virologico, inmunoldgico y clinico de la infeccién por PV-B19
(adaptado de Heegaard ED & Brown KE, 2002)

En la infeccion aguda por PV-B19, tras el periodo de incubacién, que oscila entre 5-15
dias, se presenta una primera fase que dura de 3-10 dias cuyos sintomas clinicos son
inespecificos y relacionados con la viremia, como fiebre, malestar, escalofrios, adeno-
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patias, faringoamigadalitis y cefalea. Los pardmetros hematolégicos (hemoglobina,
leucocitos, reticulocitos y trombocitos) disminuyen, aunque generalmente sin tras-
cendencia clinica. El examen de médula 6sea revela la presencia de proeritroblastos
gigantes vacuolados caracteristicos. La viremia se detecta al 6° dia tras la inocula-
cién, es maxima al 9° y desaparece hacia el dia 16. Los Acs IgM especificos son po-
sitivos en el 90% de los casos a los 2-3 dias del comienzo de los sintomas. En esta
primera etapa de viremia es cuando también se produce la eliminacién respiratoria
del virus, detectandose el mismo en faringe, y por consiguiente, es cuando el enfermo
se encuentra en el periodo de mixima contagiosidad (Figura 30A).

Una segunda fase, que aparece pasados 7-15 dias de la primera, se caracteriza por la

presencia de una erupcién maculo-papular pruriginosa, con o sin artralgia. Los pa-

radmetros hematol6gicos se recuperan, especialmente los reticulocitos, y serolégica-
mente se detectan Acs IgM e IgG especificos. Con la aparicién de la erupcién o la
artralgia desaparece la infectividad del enfermo (Figuras 29 y 30A).

En la infeccion persistente por PV-B19, la viremia puede continuar durante varios me-

sesy afios después de la infeccién aguda con niveles de 10° a 10° copias/ml en sangre

o liquido sinovial. En pacientes inmunocompetentes con infecciones persistentes,

los Acs IgG especificos a-VP1y a-VP2 se pueden detectar preferentemente en combi-

nacion con los Acs a-NS1 (Figura 30B). Por lo general, 1a produccién de los Acs a-NS1
sigue aladelos Acs IgG a-VP1/VP2y comienza aproximadamente entre 3y 4 semanas
después de la infeccion.

Desde la aplicacién de la PCR, se sabe que, en la fase aguda, se alcanzan concentra-

ciones superiores a 10** particulas virales/ml de sangre, que bajan drasticamente en

el periodo de convalecencia (10%-10%/ml) pero que pueden mantenerse a niveles detec-
tables, incluso en los inmunocompetentes, durante periodos prolongados de tiempo

(hasta 164 semanas) atin en presencia de IgG y ausencia de IgM y sintomas. Se desco-

noce sila persistencia del virus depende de factores del hospedero o del mismo virus,

y si estas particulas son infecciosas.

En la patogenia de la enfermedad estan involucrados 2 mecanismos diferentes que

daran lugar a las diversas manifestaciones clinicas:

- Primer mecanismo: resultado de la citotoxicidad del virus sobre las células precur-
soras eritroides. Tras la union de la capside viral con el antigeno P de las células
eritroides, se producen grandes inclusiones intranucleares, con condensacién cro-
maticay vacuolizacién citoplasmatica que indican apoptosis.

- Segundo mecanismo: condicionado por la respuesta inmune del hospedero, de ma-
nera que el exantema y las artralgias son el resultado de la formacién de inmuno-
complejos.
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A. Parametros seroldgicos en infecciones agudas por PV-B19
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B. Parametros serolégicos en infecciones persistentes por PV-B19
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Figura 30. Pardmetros serologicos en infecciones agudas (A) o persistentes (B) por PV-B19
(adaptado de von Landenberg P et al, 2007)

7.1.2. INFECCION EN LOS PACIENTES INMUNOCOMPETENTES

El EI o quinta enfermedad es la principal y mas com@in manifestacién de la infec-
cién por PV-B19 propia de los nifios en edad escolar. Constituye una entidad benigna
y es moderadamente contagiosa. Tras los sintomas iniciales inespecificos, aparece
una erupcién eritematosa en las mejillas (signo del cachetazo) y un exantema tipo
‘encaje” que afecta a tronco y extremidades que generalmente respeta las palmasy
las plantas. El exantema es pruriginoso hasta en un 70% de los casos y se resuelve
en 2 semanas, aunque puede persistir durante meses e incluso recurrir. El proceso
no requiere tratamiento. Las complicaciones son raras: artritis, anemia hemolitica,
neumonitis, signos de encefalopatias y otros.

En los adultos (Figura 31A), los sintomas constitucionales (cefaleas, dolor faringeo,
mialgias, artralgias y molestias gastrointestinales) son mas frecuentes y graves. Aun-
que también pueden presentar los sintomas clasicos del EI, los adultos son mas pro-
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pensos a la artropatia, principalmente de mufiecas, tobillos y rodillas. Se ha descrito
descamacién palmary plantar asociada a la artritis y en el 50% de los casos prurito en
los dedos de las manos y pies. En algunos enfermos, especialmente en las mujeres, los
signos artriticos duran meses e incluso afios.

El PV-BI19 ha sido identificado como causa de miocarditis y pericarditis en nifios y
adultos, siendo incluso causante del rechazo de un trasplante cardiaco; también se le
ha implicado en alglin caso de hepatitis y de sindrome de fatiga crénica.

7.1.3. INFECCION DURANTE EL EMBARAZO
La infeccién por PV-B19 en la embarazada con pérdida fetal puede ocurrir atin en au-
sencia de sintomas maternos. La necesidad de una mayor produccién de hematies
y la incapacidad del sistema inmune fetal para controlar la infeccién ocasiona una
eritroblastosis fetal con el consiguiente aborto o hidropesia fetal no inmune. La hidro-
pesia fetal no inmune es el cuadro clinico considerado actualmente como la principal
manifestacion de la infeccién por PV-B19 en la embarazada. Los estudios de preva-
lencia demuestran que entre el 25-75% de las embarazadas son seropositivas. La tasa
de transmision vertical ronda el 30% y la incidencia de pérdida fetal oscila, segiin los
estudios, entre el 1,7y el 9%.
Consecuencias de la infeccién por PV-B19 segtn el trimestre de gestacién:

- Infeccion en el 1° trimestre de gestacion: corresponde al periodo de mayor mortali-
dad, ya que los Acs maternos transferidos pasivamente al feto son insuficientes
para eliminar el virus, que contintia replicAndose durante semanas. Esto conduce
al aborto a las 4-6 semanas de la infeccién materna, generalmente en el 3° 0 4° mes
de gestacion.

- Infeccion en el 2° trimestre de gestacion: se asocia predominantemente a hidropesia
fetal no inmune. La aplasia de las células precursoras eritroides provoca una ane-
mia grave con fallo cardiaco, edema generalizado e incluso la muerte del feto, que se
produce tardiamente tras varias semanas de la infeccién materna (hasta 12 sema-
nas). Algunos autores, ademas de la anemia, apuntan a la existencia de otros me-
canismos: lisis eritrocitaria, miocarditis y afectaciéon hepatica como causas de la
hidropesia y muerte. Se ha comprobado una elevacién tanto de la alfa-fetoproteina
materna como de la gonadotropina coriénica materna en el caso de una afectacién
fetal por el PV-B19. Sin embargo, ninguno de los 2 parametros ha demostrado ser
un marcador 1til para evaluar la mala evolucién del feto. Los examenes periddicos
por ultrasonidos pueden ser de utilidad para demostrar el edema fetal y la ascitis,
incluso siete semanas antes de la muerte fetal. Conviene destacar que no todos los
casos de hidropesia conducen a la pérdida fetal. En efecto, publicaciones recientes
describen casos de fetos hidropicos con infeccién confirmada por PV-B19 que cura-
ron espontaneamente.

- Infeccion en el 3° trimestre de gestacion: muy excepcionalmente supone riesgo para
el feto.
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7.1.4.INFECCION EN LOS PACIENTES CON ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS
Aquellos pacientes que presentan anemia hemolitica crénica, ya sea hereditaria o ad-
quirida (anemia de células falciformes, talasemia, esferocitosis hereditaria, anemia
hemolitica autoinmune, déficit de piruvato quinasa, hemoglobinuria paroxistica noc-
turna, sindrome de HEMPAS), e incluso anemia por déficit de hierro y vitaminas, o
por pérdida aguda de sangre, pueden presentar un cuadro de crisis apldsica transitoria
(CAT) por PV-BI9. Al igual que en el feto, la mayor necesidad de produccién eritro-
citaria da lugar a una infeccién masiva de las células precursoras nucleadas, con el
consiguiente bloqueo en la eritropoyesis (Figura 31B).
Los sintomas son los relacionados con la anemia aguda (palidez, debilidad, letargia)
y generales, compatibles con los de un sindrome pseudogripal. Hay reticulocitopenia
periférica, disminucién de la hemoglobina, neutropenia, trombocitopenia e incluso
pancitopenia. El examen de médula 6sea revela proeritroblastos gigantes vacuolados.
Los parametros hematol6gicos se recuperan en unas 3 semanas e incluso en algunos
individuos se recuperan posteriormente la aparicién del exantema. El episodio de CAT
estinico en lavida, ya que la adquisicién de IgG neutralizantes protege de futuras re-
infecciones.
Aunque la presentaciéon puede ser esporadica, son més frecuentes los brotes epidémi-
cos de CAT por PV-B19, que coinciden con los de EI en el resto de la poblacién. En oca-
siones, la infecci6n puede presentarse en enfermos hematolégicos sin producir crisis,
mientras que otras veces se llega al diagnostico de una anemia de base, previamente
desconocida, tras la presentacién de un episodio de CAT.

7.1.5. INFECCION EN PACIENTES CON HIV/SIDA O INMUNODEFICIENCIAS
CONGENITAS
Desde que en 1987 se detectara un caso de infeccién por el PV-B19 en un nifio con
sindrome de Nezelof (produccién deficiente de linfocitos T originada por la ausencia
de la enzima purina nucleosido fosforilasa), se han ido incrementando las publicacio-
nes en otras inmunodepresiones congénitas, asi como en pacientes con infeccién por
HIV-1, leucemias, trasplantados y enfermedades malignas. En todos ellos se produce
una infeccién persistente por PV-B19 con supresion de la médula 6sea, manifestan-
dose como una anemia crénica con o sin neutropenia o trombocitopenia, en general,
anemia pura de serie roja (Figura 31C). Cabe destacar que, en estos enfermos, general-
mente no se evidencia exantema ni artralgia.
La viremia puede persistir durante meses e incluso afios a titulos bajos, mientras que
las manifestaciones clinicas parecen asociadas a viremias medias-altas o a incremen-
tos en la CV (>107copias de genoma/ml).
Aunque la viremia en estos pacientes no alcanza los niveles detectados en los casos
de CAT, se aconseja también el aislamiento respiratorio.
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Figura 31. Curso virologico, inmunolédgico y clinico para la CAS y anemia por PV-B19
(tomada de Young NS and Brown KE, 2004)

7.1.6. DIAGNOSTICO VIROLOGICO

El diagnostico de la infeccién por PV-B19, resuelve gran niimero de exantemas atipi-
cos, sindromes mononuclebsicos y artropatias, ademas de identificar los casos de EI.
La detecciéon de Acs especificos es el sistema habitual para el diagnéstico de la infec-
cién reciente, estado inmune o estudios de seroprevalencia, pero no siempre es de
utilidad en los casos de infeccién persistente en los individuos inmunodeprimidos y
en la afectacion fetal.

El diagnostico serologico de 1a infeccién por el PV-B19 puede realizarse principalmen-
te mediante IFI y EIA de captura de IgM o formato indirecto. Los EIA emplean como
antigeno la proteina VP2, con o sin VP1 (ambas proteinas se expresan de forma recom-
binante en E.Coli, baculovirus, células de ovario de hamster, entre otros), utilizando
generalmente sistemas de captura para los Acs IgM. Para la IFI se utilizan células de
insectos infectadas con baculovirus que expresan la VP1.

En los individuos inmunocompetentes (Figura 31A), los Acs IgM se detectan ya al 3° dia
del inicio de los sintomas en el 90% de los casos de EI, alcanzan su pico a las 2-3 sema-
nas y comienzan a declinar en 1-2 meses, desapareciendo a los 3-6 meses (a veces se
extiende hasta el mes 9). En caso de sospecha de CAT (Figura 31B), puede requerirse la
deteccién por métodos moleculares del ADN-PV-B19 en plasma. Los Acs IgG aparecen
dias después de los Acs IgM y siguen detectables de por vida.
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En embarazadas, 1a infeccién por PV-B19 debe investigarse en presencia de sintoma-
tologia (exantema, artralgias) o en caso de anomalias ecograficas sugerentes. En este
caso se investigar4 la presencia de Acs IgM e IgG (TABLA 11). La presencia de Acs IgM
a-PV-B19 indica infeccién reciente y se requiere monitorizacién fetal. En ciertos ca-
sos, la determinacion de Acs IgM en gestantes con ecografia sugestiva de hidrops fetal
puede ser negativa en un elevado porcentaje de casos, por lo tanto, es necesario inves-
tigar la infeccién en el feto.

Tabla 11. ACCIONES ANTE EL ESTATUS SEROLOGICO DE LA EMBARAZADA

Acs IgM AcsIgG ESTADO ACCION
negativo positivo Infeccién pasada Sin riesgo fetal
positivo negativo
Infeccion reciente Seguimiento fetal con ultrasonido
positivo positivo
negativo negativo Sin contacto previo Excluir periodo ventana serolégico

En el feto, la demostracién de anticuerpos IgM en sangre fetal no es fiable, ya que pre-
senta una sensibilidad muy baja. Ademas, el PV-B19 no crece en cultivo. Por lo que el
diagndstico prenatal de la infeccion fetal se basa en la deteccion del ADN-PV-B19 por PCR
en muestras de suero fetal o liquido amniético.

En el recién nacido, para el diagnéstico neonatal de infeccién congénita el mejor mé-
todo de diagndstico es la deteccion de ADN-PV-B19 por PCR en una muestra de sangre del
cordon, que confirma o excluye la infeccion.

En pacientes inmunosuprimidos, el uso de técnicas moleculares para la deteccion de
ADN-PV-B19 en muestras de medula dsea se presenta como una excelente prueba diag-
nobstica, otorgando adem4s una alta sensibilidad y elevada especificidad. La mayoria
de estas técnicas de amplificacién del genoma de PV-B19 utilizan el gen NS1 como gen
target de amplificacion.

7.2.VIRUS DE LA RUBEOLA

El virus de la rubéola (RbV), pertenece al género Rubivirus dentro de la 1a familia Matonaviri-
dae. Se trata de un virus envuelto, con simetria isométrica que contiene un genoma de ARN
monocatenario lineal con polaridad positiva no segmentado de 9,7 Kb.

Clinicamente, produce un cuadro exanteméatico agudo en nifios y adultos, aunque en la ma-
yoria de los caso se da de forma inaparente. RbV se transmite por contacto con secreciones
nasofaringeas, sobre todo en la primera semana tras la apariciéon del exantema. Cuando la
infeccién se adquiere en el transcurso del embarazo, principalmente en el primer trimestre
de la gestacidn, puede producir diversas malformaciones congénitas. Estas observaciones
fueron descritas por vez primera en 1941 por Sir Norman Gregg, un oftalmologo australiano
quien observd un aumento de casos de catarata congénita tras una epidemia de rubéola.
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El desarrollo de técnicas diagnosticas se ha dirigido, segtin las diferentes manifestaciones
clinicas, hacia:

- la determinacién de la inmunidad frente a la rubéola.
- el diagnéstico de rubéola postnatal.
- el diagnéstico de la rubéola congénita.

7.2.1. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA RUBEOLA

7.2.2.

El aislamiento viral es dificil y se realiza a partir de secreciones faringeas, orina, li-
quido amnidtico y placenta, en cultivos de células Vero, RK-13 0 AGMK. La presencia
del virus se detecta por destrucciéon completa de la monocapa celular y la confirma-
cién se realiza por neutralizaciéon con Acs especificos, IFD o RT-PCR. Su uso como
herramienta diagnéstica queda restringido a laboratorios de referencia y a casos de
andlisis de rubéola congénita en muestras en hisopados nasofaringeos y sangre del
cordéon umbilical en el recién nacido.

Las técnicas EIA que detectan Acs en la fase inicial de la enfermedad son adecuadas
tanto para:

- eldiagnostico de la infeccién

- conocer el estado inmunitario del paciente

Los Acs de clase I1gG pueden durar de por vida, mientras que los Acs de clase IgM
suelen detectarse hasta los 2 meses después del comienzo del exantema. En las re-
infecciones puede observarse un incremento del titulo de Acs IgG, o la reaparicion,
aunque débil, de los Acs IgM. Hay que tener en cuenta la posible reaccién cruzada
con otros virus (ej: PV-B19, EBV o CMV) que puede originar lecturas con valores bajos
de Acs IgM que son falsamente positivos. La medicién de la avidez de los Acs por su
antigeno permite distinguir una reinfeccién de una infeccién aguda.

SITUACIONES QUE REQUIEREN DIAGNOSTICO DE INFECCION POR RbV

7.2.2.1. DETERMINACION DE LA INMUNIDAD FRENTE AL RbV: Se aplica a las ges-
tantes, en edad fértil en las que no se conoce su estado inmunitario y a personas
vacunadas para valorar la eficacia de la vacuna. Se realiza mediante técnicas de EIA o
IFI que nos permitan detectar Acs IgG a-RbV.

En las mujeres en edad fértil no embarazadas y con serologia negativa debera indi-
carse la vacunacion contra la rubéola, la cual esta absolutamente contraindicada en
mujeres embarazadas ya que la vacuna contiene virus vivo y atenuado.

7.2.2.2. DIAGNOSTICO DE LA RUBEOLA POSTNATAL: Tiene un periodo de incuba-
cién de 12 a 23 dias y en la mayoria de los casos se desarrolla de forma asintomaética.
El periodo prodrémico puede durar de 1 a 7 dias, con sintomas tan leves que pueden
pasar desapercibidos. La fiebre es discreta, con malestar general y cefaleas. El cata-
o de vias superiores es constante con estornudos y conjuntivitis leve. El enantema
(erupcion de la superficie mucosa) no es frecuente, pero en el paladar blando puede
haber pequeiias manchas rojas de aspecto petequial (manchas de Forcheimer), que
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pueden confluir en una mas grande o extenderse a nasofaringe, pero no son patog-
nomoénicas. Lo mas tipico de este periodo es la adenitis retroauricular, cervical pos-
terior y suboccipital.

El periodo exantemaético a veces aparece de forma stibita, sobre todo en los nifios, y
suele durar 3 dias. Las adenopatias son de tamafio variable, duras y ligeramente do-
lorosas a la presién. Las complicaciones no son frecuentes. La artralgia en dedos de
las manos, mufiecas y rodillas aparece en un tercio de las mujeres y parece estar rela-
cionada con la presencia de inmunocomplejos circulantes, siendo menos frecuentes
en los nifios y en los hombres. Las reinfecciones por el virus son generalmente asin-
tomaéticas y s6lo son detectables por un incremento en el titulo de Acs.

La sospecha de Rubéola Postnatal se produce ante un cuadro de infeccion aguda exantemd-
tica o en la sospecha de contacto en una gestante. Para efectuar correctamente un diag-
noéstico de infeccién de rubeola postnatal es conveniente conocer perfectamente la
cinética de los Acs (Figura 32). Los Acs IgG a-RbV aparecen, en general, 8 dias después
de la erupcién. Los Acs IgM especificas aparecen en los 3 dias siguientes a la erup-
cién y desaparecen, en general, en 4-8 semanas, segiin los individuos y las técnicas
utilizadas. Hay que tener muy en cuenta que en el primer dia de la erupcion, las IgM estdan
ausentes con mucha frecuencia.

Titulo de IgG

. IgG ' residuales !
. i, variable
' : * la cinética de las IgG varia
i | segun los individuos y las
; técnicas utilizadas
oM | i
// AR
Contagio Erupcion 4-8 semanas . Periodo | Reinfeccion
DO D+15 " delas IgG ' Estimulacion inespecifica

residuales del sistema inmunitario

Figura 32. Cinética de los Acs durante una rubéola post-natal.
(*) La cinética de los anticuerpos es variable segtin los individuos y las técnicas utilizadas
(adaptado de Grangeot-Keros 2016)

7.2.2.3. DIAGNOSTICO DE RUBEOLA CONGENITA: Es una enfermedad neona-
tal por infeccién crénica del embrién y persistencia del virus en diversos tejidos
del feto, hasta varios meses después del nacimiento. Lo mas probable es que la
rubéola materna provoque en la fase de viremia una infeccién de las vellosidades
coriales o de la placenta y produzca una viremia fetal generalizada. Los efectos del
RbV sobre el feto dependen del momento de la infeccion.
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Cuanto mas joven es el feto, mas severa es la enfermedad:

- el riesgo fetal durante los 2 primeros meses de gestacion es del 40 al 60% pu-
diéndose producir multiples defectos congénitos y/o aborto espontianeo

- durante el tercer mes de gestacién hay un 30-35% de posibilidades de desarro-
1lar un defecto inico como sordera o cardiopatia; durante el cuarto mes hay un
10% de riesgo de producir un solo defecto, y a partir de la semana 20 s6lo muy
rara vez se produce dafio fetal (sélo sordera).

Entre las malformaciones congénitas por accion teratégena del virus se describen:

- malformaciones cardiacas (persistencia del ductus arterioso, comunicacién in-
terventricular, estenosis pulmonar),

- lesiones oculares (opacificaciones de la cérnea, cataratas),

- microcefalia con retraso mental, sordera, retraso del crecimiento, meningocele,
criptorquidia, hipospadias, etc.

Entre las manifestaciones viscerales se destacan: retraso del crecimiento, hepato-

esplenomegalia, meningoencefalitis, miocarditis necrosante, neumonia intersti-

cial, diabetes mellitus, panencefalitis esclerosante subaguda, etc.

En ocasiones, algunos nifios infectados por el RbV durante la gestacién son con-

siderados normales al nacimiento, presentando sintomas de retraso intelectual y

motor al alcanzar la edad escolar.

Los nifios con rubéola congénita eliminan enormes cantidades de virus en sus secreciones

respiratorias, intestinales y orina hasta la edad de 1 o 2 afios, con lo que pueden trans-

mitir y mantener la infeccion. Se da la paradoja de que a pesar de tener altas concen-

traciones de Acs neutralizantes, siguen eliminando virus durante un periodo de

tiempo prolongado. Curiosamente, estos Acs pueden desaparecer transcurridos los

364 anos,lo que indica que la infeccién intrauterina, desde el punto de vista inmu-

nologico, es diferente a la adquirida después del nacimiento (Figura 33).

La infeccién congénita se produce durante la primoinfeccién de la madre, aunque

excepcionalmente se han descrito algunos casos de infeccién congénita en situa-

ciones de reinfeccion
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Figura 33. Respuesta inmunitaria del nifio con Sindrome de Rubéola Congénita
(adaptado de Rosales-Santiago, 2011)
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7.2.2.4. DIAGNOSTICO PRENATAL DE LA RUBEOLA CONGENITA: La presencia de
Acs IgM especifica en la sangre fetal indicaria que se ha producido una infeccién fetal,
pero es necesario confirmar que no existe mezcla de la sangre fetal con la materna.
Esta prueba tiene su maximo rendimiento sobre la semana 22 de gestacién, aunque
un resultado negativo no descarta la infeccion.
Otra alternativa para realizar el diagndstico de infeccion fetal es el estudio del ARN
viral en liquido amniético o de vellosidades corionicas mediante RT-PCR entre las se-
manas 17y 21 de gestacién. En estos procedimientos, ademas del riesgo en la obten-
cién de la muestra, no siempre se logran resultados confiables sobre la infeccion del
feto, ya que es posible detectar genoma viral aun cuando el feto no fue infectado En
otras ocasiones, por el contrario, puede no detectarse el genoma viral en la placenta
de fetos infectados.

DIAGNOSTICO POSTNATAL DE LA RUBEOLA CONGENITA: El CDC publicé en

1985 los criterios necesarios para clasificar un caso como de rubéola congénita. Estos

criterios resumidos son los siguientes:

- la deteccion al nacimiento de IgM especifica en sangre de cordon o en los primeros
dias de vida extrauterina. Si el resultado es positivo quedari confirmada la infec-
cion.

- mantenimiento de los titulos de IgG mds alld de los primeros 8 meses devida. Debido
a la transferencia pasiva de IgG a-RbV de la madre al feto se realiza el estudio de
la cinética de Acs en los primeros 8 meses posteriores al nacimiento. En este caso,
los a-RbV del nifio persistiran un mayor tiempo que los a-RbV de la madre.

- deteccion de ARN viral en el recién nacido mediante RT-PCR en hisopados nasofarin-
geosy sangre del cordon umbilical.

7.2.2.5. RUBEOLA EN LA EMBARAZADA: Existen 2 situaciones claramente dife-
ren-ciadas con planteamientos diagnoésticos distintos:

1- Determinacion de la inmunidad frente a rubéola en la gestante, sin sospecha clinica
ni epidemioldgica de padecer la enfermedad. E1 objetivo de este estudio es conocer si
la gestante esta protegida de una posible infeccién por el RbV. Se recomienda Ia de-
terminacion cualitativa de Acs IgG especificos a-RbV en la primera consulta de control del
embarazo. Se desaconseja expresamente la evaluacién cuantitativa de los resultados,
ya que no proporciona ninguna informacién adicional.

Alrededor del 15% de todas las mujeres en edad fértil no tienen inmunidad para la
rubéola. Lo ideal seria determinar los anticuerpos IgG a-RbV en todas las mujeres
y vacunar antes de embarazarse a aquéllas susceptibles. La presencia de Acs refleja
contacto previo con el virus, y por tanto inmunidad, haciendo innecesaria la realiza-
cién de nuevos controles en embarazos sucesivos.

Si la mujer embarazada es seronegativa, debera adoptar las precauciones necesa-
rias para evitar la exposicién al virus y debe ser vacunada frente a la rubéola en el
post-parto lo antes posible.

2- Sospecha clinica de infeccion aguda durante el embarazo. Este caso puede plantear-
se ante la existencia de una clinica compatible en la embarazada, o por exposicién a
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un sujeto con infeccién aguda por RbV. La presencia de Acs IgG e IgM especificas en

una paciente nos hace sospechar la presencia de primoinfeccién, sin embargo, debe-

mos tener en cuenta varios aspectos:

- Los Acs IgM pueden tener reacciones heterélogas entre RbV y otros virus como
EBV, CMYV, PV-B19y VS (por reacciones cruzadas o por estimulacién policlonal de
linfocitos de memoria). Por tanto, es necesario confirmar su presencia, siendo la
técnica de EIA de captura la que presenta mejor especificidad y sensibilidad.

- Los Acs IgM puedes aparecer durante las reinfecciones, pero en titulos bajos y
durante poco tiempo.

- En un pequeiio porcentaje de personas, los Acs IgM puede mantenerse positivos
en suero hasta 6 meses. El estudio de la avidez de la IgG diferencia si la IgG es de
aparicion reciente (baja avidez se asocia a infeccién primaria aguda) o si hay au-
sencia de infeccién primaria (IgG de alta avidez). Esta determinacién nos puede
ayudar a valorar la presencia de IgM y puede facilitar la diferenciacién entre pri-
moinfeccion y reinfeccion.

Todos los resultados serolégicos deben ser interpretados junto con el cuadro clinico

de la embarazada, en el caso de que lo haya para poder obtener informacién concreta

sobre la posible fuente de infeccién.

7.3.VIRUS DEL SARAMPION

El sarampidn es una enfermedad altamente contagiosa caracterizada por fiebre, tos y con-
juntivitis y posterior apariciéon de una erupcién macopapular generalizada. La introduc-
cién del sarampién en poblaciones virgenes y la transmisiéon endémica a poblaciones con
inadecuado cuidado médico producen altas tasas de mortalidad.

A pesar del desarrollo de una vacuna a virus vivos atenuados exitosa, el sarampion sigue
siendo la mayor causa de mortalidad en nifios, particularmente en paises en desarrollo.

El virus del sarampion esta incluido en el género Morbillivirus de la subfamilia Orthopa-
ramyxovirinae en la familia Paramyxoviridae segtin los nuevos criterios taxonémicos del
ICTV Los miembros del género Morbillivirus se caracterizan por formar cuerpos de inclu-
sion tanto intracitoplasméaticos como intranucleares en la célula infectada constituidos
por estructuras similares a la nucleocapside. La envoltura tiene 2 glicoproteinas de la su-
petficie transmenbrana : hemaglutinina (HA), que contiene el sitio de unién al receptor, y
la proteina de fusion (F). La nucleocéipside tiene simetria helicoidal y contiene el ARN con
polaridad negativa de 15,9 Kb y el complejo enziméatico P/L que contiene todas las funcio-
nes para la replicacién y transcripcion del genoma. El genoma no es segmentado, lo cual el
confiere estabilidad genética.

7.3.1. MANIFESTACIONES CLINICAS
7.3.1.1.SARAMPION CLASICO: El Sarampié6n es tipicamente una infeccién de la in-
fancia diseminada por via respiratoria. Se caracteriza por un periodo latente de 10 a
14 dias y un periodo prodrémico de 2 a 3 dias de fiebre, tos, y conjuntivitis seguido por
una erupcién macopapular caracteristica que pueden ser visibles en la mucosa bucal.
El pr6dromo termina cuando comienza la erupcién que inicia en la cara y se extiende
al tronco y a las extremidades. El comienzo de la erupcién coincide con la aparicién
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de la respuesta inmune y la iniciacién de la eliminacién del virus. La recuperacién es
acompaiada por inmunidad de por vida a la reinfeccién. Las complicaciones inclu-
yen pneumonitis severa (produce una enfermedad pulmonar crénica), otitis media y
laringotraqueobronquitis, reactivacién de tuberculosis, enfermedades gastrointesti-
nales (asociados con una bacteria secundaria), enfermedades neurolégicas, ceguera
en nifios (principalmente en dreas con ausencia de vitamina A), meningoencefalitis y
panencefalitis esclerosante subaguda.

7.3.1.2. SARAMPION ATIPICO: Se da en nifios que recibieron pocos Acs maternos o
que fueron vacunados pero no generaron una respuesta inmune adecuada. Difiere del
sarampion tipico porque se presenta con un tiempo mas prolongado de fiebre, lesio-
nes inusuales en la piel y neumonitis severa. Una hip6tesis de la patogénesis incluye
una anormalidad de la respuesta inmune celular.

Las complicaciones neurolégicas mas severas del Sarampién y sus caracteristicas
principales se describen en la Figura 34.

Enfermedad Estado Edad de Virus en | Incidencia | Patologia Curso de la
inmunologico | infeccion | cerebro infeccion
Encefalomielitis Aguda Normal > 2 afos No 1:1000 Inflamacion Monofésica
Diseminada (ADEM) Desmielinacion | en semanas
Encefalitis con cuerpos de Deficiente Cualquiera | Si — Cuerpos de Progresiva
inclusion de Sarampion (MIBE) inclusion enmeses
Panencefalitis Esclerosante normal < 2 afios Si 1:108 Inflamacion Progresiva
Subaguda (SSPE) Cuerpos de enmeses
inclusion

ADEM

measles
virus
infection

/4

MIBE

SRR

s,
(]
7 14 21 1 3 6 9 1 3 6 9 12

days I months || years |

Figura 34. Complicaciones neurol6gicas del Sarampién
(adaptado de Griffin DE, 2013)

7.3.2. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DEL VIRUS DEL SARAMPION

La presentacion clinica del Sarampion clasico es generalmente suficiente para hacer
el diagnostico, pero al ser una infeccion de denuncia obligatoria debemos confirmar
los casos sospechosos mediante técnicas de laboratorio e informarlos a las redes de
vigilancia epidemioldgicas correspondientes. Ademas, no todos estos signos y sin-
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tomas pueden estar presentes en el Sarampién y muchos se comparten con otras
enfermedades. El diagnostico diferencial se realiza con RbV, PV-B19, HHV-6 y HHV-7.
Los Acs IgM e IgG se producen durante la respuesta inmunitaria primaria y se pue-
den detectar en el suero pocos dias después de la aparicién del exantema. La detec-
cién de Acs IgM e IgG se realizan por técnicas de inmunoenzimaticas como ELISA,
CLIAOIFL

En el caso de las técnicas de ELISA para Acs IgM, el 90% de casos de Sarampioén son
positivos a los 3 dias de iniciado el exantema. Las concentraciones de Acs IgM alcan-
zan su punto maximo después de 7 a 10 dias y luego disminuyen radpidamente; rara
vez son detectables después de las 6 a 8 semanas. Las concentraciones de Acs IgG
alcanzan su punto maximo hacia las 4 semanas y persisten mucho tiempo después
de la infeccién. También se producen Acs de clase IgA sérica e secretora.

La reexposicion al virus genera una fuerte respuesta inmunitaria de reconocimiento,
con un rapido aumento de los Acs IgG, que previene la enfermedad clinica.

Las técnicas directas como aislamiento de una muestra clinica o la detecciéon del ge-
noma viral por técnicas RT-PCR no se realizan en forma sistemaética con fines diag-
nésticos, sino que se utilizan con fines epidemiol6gicos para conocer la cepa circu-
lante y para confirmar los resultados obtenidos con las técnicas serologicas.

7.4.VIRUS DE LA PAROTIDITIS

El virus de la parotiditis (MuV) esta icluido en el género Orthorubulavirus de la subfami-
lia Rubulavirinae en la familia Paramixoviridae seglin los nuevos criterios taxonémicos del
ICTV. Los viriones son pleomo6rficos y aproximadamente esféricos. La envoltura tiene 2 gli-
coproteinas de superficie; hemaglutinina-neuroaminidasa (HA-NA), que contiene el sitio
de unién al receptor, y 1a proteina de fusién (F). La estructura interior espiral o nucleocap-
side es similar a la del virus del Sarampién. La nucleocapside contiene el genoma de ARN
simple hebra con polaridad negativa no segmentado de 15,3 Kb y el complejo enzimatico
P/L con todas las funciones para la replicacién y transcripcion del genoma.

Durante el periodo de incubacién, MuV se multiplica sobre la mucosa respiratoria, y se
disemina por drenaje a los noédulos linfaticos y luego al plasma. MuV se excreta por saliva
desde los 6 dias antes del comienzo de la parotiditis y finaliza cuando aparece localmente
los Acs IgA especificos, a los 5 dias después del comienzo de los sintomas.

Los pacientes infectados son capaces de diseminar el virus por via respiratoria por un in-
tervalo de 7 a 10 dias. La desaparicién de la viremia en plasma coincide con el desarrollo
de los Acs los cuales pueden ser detectados en suero a los 11 dias después de la infeccién,
sintomatica o asintomatica.

7.4.1. MANIFESTACIONES CLINICAS
El cuadro clinico habitual es la parotiditis (o paperas), que tiene un periodo de in-
cubacién de 18 dias. Al comienzo de la infeccién puede haber fiebre moderada que
se va unos dias después. Lo mas caracteristico de la enfermedad es la tumefaccion
(hinchazoén) de una o ambas parétidas que producen dolor al abrir la boca, hablar o
masticar. Una complicacién importante es la epididimo-orquitis, que suele observar-
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se en el 30-40% de las infecciones que afectan a hombres jovenes y puede producir
atrofia testicular, la cual raramente se asocia a esterilidad.

Ademas de los testiculos en varones, otros 6rganos pueden estar involucrados sinto-
maticamente durante las paperas, que se detallan a continuacién:

- Rifiones:lareplicacion en el tejido renal es mas prolongada que en las glandulas
parétidas y contintia después de la aparicién de Acs neutralizantes en suero.

- SNC: es un sitio comtn de diseminacién del virus (con o sin signos asociados
de parotiditis). El virus se puede recuperar de LCR y raramente la infeccién del
SNC es fatal.

- Pancreas

- Tiroides

- Ovarios

- Bazo

- Corazén.

7.4.2. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DEL VIRUS DE LA PAROTIDITIS
Habitualmente el diagnoéstico es clinico. Sin embargo, otras causas de parotiditis
deben ser consideradas: tumores, infecciones supurativas (incluyendo una mico-
bacteria atipica) y otros virus como PIV, Flu-A, Coxsackievirus A que sin causar
parotiditits provocan sintomas en otros érganos viscerales o SNC. En estos casos,
es necesaria la confirmacién del diagnoéstico, asi como durante una epidemia o en
los casos atipicos.

En la mayoria de los casos, se utiliza la deteccién de Acs IgM de parotiditis en suero
por técnicas de EIA (formato captura de IgM) o IFI. La presencia de Acs IgG especi-
ficos indica exposicion reciente o anterior al virus, o bien respuesta a vacuna. Alter-
nativamente, la aplicacién de técnicas de deteccion directa por aislamiento viral y
detecciéon del genoma por técnicas de RT-PCR quedan relegados a:

- casos con complicaciones graves por este virus,

- identificacién de la cepa circulante como informacién epidemiolégica.

Las muestras de eleccién para buscar el genoma viral por técnicas de biologia mole-
cular son saliva, LCR u orina. Las muestras deben ser obtenidas, en lo posible, dentro
de la primera semana desde la aparicién de los sintomas.

Lavacuna TRIPLE VIRAL protege contra las infecciones de los virus del Sarampion,
Rubéola y Parotiditis. Contiene virus vivos atenuados preparados en cultivos celulares
de embriones de pollo (virus del sarampién y virus de la parotiditis) o preparados en
fibroblastos diploides de pulmén humano (virus de rubéola). En Argentina, la vacu-
na Triple Viral est4 incluida en el Calendario de Vacunacién: 1° Dosis a los 12 meses
deedady 2° Dosis a los 5 arios.

(Tomado de https://www.argentina.gob.ar/salud/vacunas/doble-triple-viral).
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7.5.VIRUS DE LA MPOX (VIRUELA SIMICA)

La mpox (antes denominada viruela simica, viruela del mono o monkeypox) es una enfer-
medad infecciosa que puede causar erupcién dolorosa, inflamacién de los ganglios linfati-
cos, fiebre, dolores de cabeza, musculares y de espalda, entre otros. Si bien la mayoria de las
personas se recuperan por completo, algunas enferman de gravedad. Esta causada por el
virus mpox (MPXV) que pertenece al género Orthopoxvirus de la subfamilia Chordopoxvirinae
en la familia Poxviridae segin los nuevos criterios taxonémicos del ICTV. Es un virus con
genoma ADN de doble cadena lineal con extremos en horquilla cerrados covalentemente
(sin extremos libres 3’ 0 5) que contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) de 10 kb
en cada extremo. Los genes estdn muy cercanos con regiones intergénicas de no mas de
100 pb.

Filogenéticamente, se han descripto 2 clados distintos del virus: clado I (contiene los sub-
clados Ia e Ib) y el clado II (contiene los subclados IIa y IIb). En 2022 comenz6 un brote
mundial del MPXV clado IIb que sigue activo en algunos paises de Africa. Sin embargo,
estan aumentando los brotes por subclados Ia e Ib, detectdndose en agosto de 2024, el
clado Ib fuera de Africa.

Se desconoce el reservorio natural del virus, pero varios mamiferos pequefios, como las
ardillas y los monos, son vulnerables al virus.

7.5.1. MANIFESTACIONES CLINICAS
MPXV se transmite de persona a persona principalmente por contacto estrecho piel
con piel (al tocarse o tener relaciones sexuales), boca con boca o boca con piel (al be-
sarse), cara a cara (al hablar o respirar cerca mediante la generacién de particulas res-
piratorias infecciosas). También se puede contraer la mpox a partir de objetos con-
taminados (ropa de vestir o de cama), heridas cortopunzantes (salones de tatuajes).
Durante el embarazo o el parto, el virus puede transmitirse al bebé.
Los signos y sintomas suelen comenzar 1 semana después de la exposicion, pero pue-
den extenderse hasta 3 semanas. La duracién de sintomas es de 2 a 4 semanas, pero
pueden prolongarse en las personas inmunodeprimidas.
Los sintomas frecuentes de la mpox incluyen:
- erupcion cutdnea: en general, inicia en la cara y se extiende por todo el cuerpo,
hasta llegar a las palmas de las manos y a las plantas de los pies. La erupcién comien-
za como una mancha que se convierte en vesicula llena de liquido que puede picar o
doler, para luego secarse y cubrirse de costras que acaban cayéndose.
- fiebre

dolor de garganta, de cabeza, musculares, de espalda

- fatiga

ganglios linfaticos inflamados.

Los pacientes pueden transmitir la enfermedad mientras no hayan cicatrizado todas las

lesiones y se haya renovado la piel. Algunas personas pueden estar infectadas y no pre-

sentar sintomas.

Los nifios, las embarazadas y los inmunodeprimidos presentan mayor riesgo de en-

fermar gravemente y de fallecer a causa de las complicaciones derivadas de la mpox
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Dichas complicaciones incluyen neumonia, infeccién de la cérnea con pérdida de vi-
sion, dolor o dificultad para tragar liquidos, vomitos y diarrea que causan deshidra-
tacién o malnutricion, sepsis, encefalitis, miocarditis, proctitis, balanitis o uretritis.

7.5.2. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

En general, es importante considerar el diagndéstico diferencial con otros agentes que
producen manifestaciones cutaneas: VZV, VS, HSV-1, HSV-2, sarna (Sarcoptes scabiei),
sifilis (Treponema pallidum). Por ello, las pruebas de laboratorio son fundamentales
para recibir el tratamiento adecuado lo antes posible y evitar que la enfermedad se
agrave y se siga propagando.

La prueba de laboratorio indicada es la deteccién del ADN-MPXV por métodos mo-
leculares, en general por PCR. Las muestras 6ptimas son aquellas tomadas directa-
mente de las lesiones cutineas (piel, liquido o costras) por hisopado. En ausencia de
lesiones cutaneas, las muestras pueden obtenerse mediante un hisopado nasofarin-
geo o hisopado anal. No se recomiendan los andlisis de sangre. La deteccién de Acs no
suelen ser ttiles.

En el marco de la prevenciéon combinada del HIV-1y otras ITS, la evaluacién de una
persona con sospecha o confirmacién de mpox debe ser una oportunidad para ofrecer
en forma sistematica los servicios de prevencién, diagnostico y tratamiento del HIV-1
y otras ITS, y para articular el manejo de la mpox en las personas con diagnéstico de
HIV-1 conocido a los servicios de atencién de enfermedad avanzada por HIV-1.
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GENERALIDADES DE LAS INFECCIONES RESPIRATORIAS
Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) son patologias que afectan el tracto respirato-
rio desde la faringe hasta los pulmones, afectando uno o mas sitios anatémicos y con una
evolucién de menos de 15 dias.
Las IRAs se clasifican segtin el sitio anatémico (la epiglotis como punto de separacién) en:
- IRAS altas: rinofaringitis, faringoamigdalitis, sinusitis, otitis media.
- IRAs bajas: laringitis, laringotraqueobronquitis (crup), bronquitis, bronquiolitis y
neumonia.
Existen numerosos virus capaces de ingresar por la mucosa del tracto respiratorio, rep-
licar en él y producir cuadros respiratorios de distinta gravedad. Al menos 20 virus son
causantes de infeccién respiratoria en humanos: algunos son conocidos hace mucho
tiempo como el virus Influenza A / B (Flu-A / Flu-B), el Virus Respiratorio Sincicial (RSV), el
Adenovirus (ADV), los Rinovirus (RNV) y los virus Parainfluenza 1,2y 3 (P1V-1 / PIV-2 / PIV-
3), mientras que otros se descubrieron en el siglo XXI por métodos moleculares como el
Metapneumovirus humano (hMPV), el Bocavirus (BCV) y algunos Coronavirus (HCoV-299E,
HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU], SARS-CoV-1 0 SARS-CoV-2).
Cabe destacar que también se han descrito casos de coinfecciéon con mas de un agente viral
en este tipo de patologias.
Por otro lado, se deben diferenciar a los virus respiratorios propiamente dichos de otros,
tales como:
- Virus que ingresan por el tracto respiratorio, replican en mucosa pero se diseminan
por viremia a otros 6rganos, como RbV, virus del Sarampi6én, MuV y MPXV
- Virus que no causan enfermedad respiratoria pero pueden dar sintomas respirato-
rios y luego son capaces de excretarse a través de las mucosas durante largos perio-
dos, como ADV, CMV y EBV.
Por cuestiones de salud ptiblica, para todos los virus antes mencionados, se realiza mayor
seguimiento y se presta particular atencion a la circulaciéon de aquellos que tienen geno-
ma ARN (por ejemplo, Flu-A y SARS-CoV-2) ya que son los que tienen mayor variabilidad
genéticay por ello son capaces de causar pandemias.
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8.1. PRINCIPALES VIRUS RESPIRATORIOS DE IMPORTANCIA DIAGNOSTICA

8.1.1. VIRUS INFLUENZA
La gripe estacional es una infeccién virica aguda causada por Flu-A o Flu-B. Los vi-
rus Flu-A se clasifican en subtipos en funcién a las diferentes combinaciones de las
2 proteinas de la superficie del virus (HA y NA). En la actualidad circulan y afectan
al ser humano los subtipos HIN1 y H3NZ2. El subtipo A (H1N1) circulante (denomi-
nado A (HIN 1)p amoo) fU€ €l agente que causo la pandemia de 2009 y posteriormente
sustituyo6 al subtipo A estacional que habia circulado hasta 2009.
La gripe pandémica es un tipo de gripe que se repite cada varias décadasy se propaga
rapidamente por todo el mundo. La primera pandemia de gripe de este siglo fue cau-
sada por la emergencia de un nuevo subtipo triple reasortante porcino/aviar/humano
de Flu-A (HIN1).
Entre los virus que infectan aves domésticas o salvajes, hay nuevos subtipos (H5N1 o
H7N9) que surgieron de reasociaciones genéticas, las cuales les confieren mayor po-
der de infectividad y virulencia, produciendo alta letalidad en aves e incluso se po-
drian asociar con infeccién humana grave con gran potencial pandémico y alta tasa
de mortalidad. El aumento en la deteccién de la influenza aviar A (H5N1) entre ma-
miferos, que estan biolégicamente méas cercanos a los humanos que las aves, genera
preocupacion ya que el virus pueda adaptarse para infectar a los humanos con mayor
facilidad. Se han reportado varios eventos de muerte masiva en aves silvestres causa-
dos por virus de la cepa A (H5N1), y un nimero creciente de casos en mamiferos, tanto
terrestres (incluyendo animales de compaiiia), como acuéaticos, causando morbilidad
y mortalidad. También hay que considerar que debido a los cambios climéticos que
modifican los patrones de migracién de las aves, pueden aparecer cepas muy patoge-
nas en nuevas areas.
Dadalainestabilidad y plasticidad del ARN de su genoma, Flu-A puede tener una evo-
lucién particular e impredecible, 1o que hace necesario su vigilancia epidemiolégica
permanente.
Siun paciente presenta sintomas de Enfermedad tipo Influenza (ETI), Infeccién Res-
piratoria Aguda Grave (IRAG) o Infeccién Respiratoria Aguda Grave Inusitada (IRAGI)
con antecedente de viaje hacia zonas con circulacién de estos subtipos, se deben con-
siderar para el diagnostico enviando muestras a los Centros de Referencia.
Los virus Flu-B circulantes pueden dividirse en 2 grupos o linajes (B/Yamagata y B/
Victoria) y no se clasifican en subtipos.
La gripe es una enfermedad con una elevada tasa de morbimortalidad en los grupos
de alto riesgo, y es por ello por lo que se promueven los beneficios de la prevencién a
través de la vacunacion.

8.1.1.1. VACUNA ANTIGRIPAL: fue incorporada en el afio 2011 al Calendario Nacional
de Vacunacién, con el propésito de reducir las complicaciones, hospitalizaciones, se-
cuelas y muertes en la poblacién de riesgo. La OMS ha implementado una red de mo-
nitoreo de los virus Flu-Ay Flu-B en mas de 80 paises que permite indicar las cepas de
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los virus en circulacién en cada pais para la preparacién de las vacunas antigripales
de la siguiente temporada, aumentando la probabilidad de que éstas sean mas efecti-
vas. Asi, desde 1999, el hemisferio sur utiliza una férmula propia, recomendada por la
OMS a partir de la vigilancia centinela.

Las vacunas antigripales contienen antigenos de superficie HA y NA de forma que los
Acs que genera el paciente van dirigidos contra estas proteinasy son los responsables
de la proteccién contra la infeccién, contribuyendo a la mejoria de la enfermedad.
Para la preparacién de la vacuna los virus son cultivados en huevos fertilizados de ga-
llinas sanas e inactivados con formaldehido. Las vacunas antigripales se actualizan
todos los afios de acuerdo con la vigilancia epidemiologica y suelen diferir entre el he-
misferio norte y el sur. La vacunacién representa el mayor soporte para la prevencién
de la gripe. Existen dos tipos de vacunas:

- Avirus vivos atenuados: estas vacunas se producen con virus recombinantes a
partir de cepas de virus atenuados adaptadas a la propagacion en frio y los antigenos
HAy NA delas cepas recomendadas para la vacuna anual. Tienen una buena respues-
ta inmunolégica y pueden administrarse por via intranasal generando inmunidad a
nivel de mucosas, lo que las transforma en un elemento de relevante importancia.
Esta vacuna es seguray efectiva para personas adultas sanas.

- Avirus inactivados: esta vacuna se produce en cultivos celulares de embrién de
pollo a partir de 3 cepas de virus gripal (2 cepas de Flu-A y 1 de Flu-B) que se fraccio-
nan (subvirién), se inactivan y purifican. No ofrece riesgo para embarazadas ni para
individuos inmunodeprimidos debido a que no producen viremia.

Se recomienda que toda la poblacién se vacune anualmente. Existen grupos que de-
ben vacunarse obligatoriamente debido a que son mas propensos a tener complica-
ciones si contraen la infeccién.

- Gruposdealtoriesgo:

« Mayores de 65 afios

 Nifios y adultos con enfermedades crénicas tales como patologias pulmonares,
cardiacas, metabdlicas, renales, anemias crénicas, hemoglobinopatias, inmu-
nosupresion.

« Personas que viven en instituciones cerradas, como geriatricos, colegios de in-
ternados, cuidado de enfermos croénicos, etc.

- Embarazadas. El riesgo de hospitalizacién por complicaciones de gripe es 4 ve-
ces mas alto en esta poblacién que en las mujeres no embarazadas. La vacuna
inactivada es segura en cualquier estadio del embarazo.

- Niflos de riesgo entre los 6 meses y los 2 afios: nifios prematuros, con peso me-
nor a 1,5 Kg y especialmente con displasia broncopulmonar.

« Portadores de HIV-1.

« Viajeros hacia zonas epidémicas.

- Grupos que pueden transmitir la gripe a personas en riesgo:

» Médicos, enfermeras u otro personal sanitario.

« Empleados de geriatricos e instituciones de cuidado de enfermos crénicos.

- Enfermeras o voluntarias que atienden a pacientes en su domicilio.

» Miembros de la familia de un enfermo de alto riesgo.
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La vacuna se debe administrar todos los afios durante el otofio o previo a éste. A
partir de su aplicacion, el nivel de anticuerpos llega a su maxima proteccién hacia
la 2° semana y permanecera en ese nivel durante 1 afio.

La eficacia de la vacuna puede variar dependiendo de quién la recibe. Al menos 2
factores juegan un papel importante a la hora de determinar las probabilidades de
proteccién:

- las caracteristicas de la persona que recibira la vacuna (edad y estado de salud).

- la similitud o “coincidencia” entre los virus incluidos en la vacuna y los que circu-
lan en la comunidad.

La eficacia clinica en los adultos sanos < de 65 afios es del 70 al 90%. Si bien en
grupos de mayor edad la eficacia es menor, especialmente en mayores de 70 afios, la
vacuna previene complicaciones secundarias y reduce el riesgo de hospitalizacién
y muerte por gripe.

8.1.1.2. USO DE ANTIVIRALES PARA INFLUENZA: El oseltamivir es la droga anti-
viral de eleccién para el tratamiento de las infecciones por Flu-A o Flu-B. Su accién
se basa en la inhibicién de las NA presentes en el virus y que son las encargadas de
liberar al virus de las células infectadas y por lo tanto asegurar su diseminacién a
otros hospederos.

Si bien la mayor efectividad del tratamiento se ha demostrado con la administra-
cién precoz del mismo (idealmente dentro de las 48 h del inicio de los sintomas),
hay evidencia disponible de que, en pacientes con alto riesgo de complicaciones o
en pacientes con enfermedad grave o progresiva, se obtienen beneficios aun comen-
zando el tratamiento mas tardiamente. Asimismo, existe evidencia de que el trata-
miento antiviral en embarazadas infectadas en cualquier trimestre es beneficioso
para la prevencion de insuficiencia respiratoria y muerte, incluso en la administra-
cion tardia (3 a 4 dias del inicio de los sintomas) de iguales dosis que las mujeres no
embarazadas.

8.1.2. VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (RSV)
Es considerado como uno de los patégenos mas importantes en las infecciones gra-
ves del tracto respiratorio inferior en pediatria. Este virus tiene distribucién mundial
y presenta un patrén estacional. En nuestro pais la epidemia anual comienza en el
otofo y culmina en la primavera.
El RSV es un virus envuelto de simetria isométrica con un genoma de ARN simple
hebra sentido negativo no segmentado de 15 Kb. Pertenece al género Orthopneumovi-
rus dentro de la familia Pneumoviridae.
El RSV infecta tanto a nifios como a adultos. El espectro de manifestaciones clinicas
varia de episodios leves con afectacién de la via aérea superior en cualquier grupo
etario a un compromiso severo del tracto respiratorio inferior con bronquiolitis, neu-
monia o falla respiratoria aguda principalmente en menores de edad. Algunos nifios
con ciertas condiciones de riesgo como prematurez, enfermedad pulmonar crénica,
cardiopatia congénita, entre otros, presentan un riesgo incrementado de morbilidad
y mortalidad debido a infeccién por RSV. Es el principal agente causal de bronquio-
litis en lactantes.
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8.1.2.1. VACUNACION CONTRA EL RSV: En marzo 2024 comenzd en todo el pais la
estrategia de vacunacién contra el RSV para embarazadas con el objetivo de propor-
cionar, a través del pasaje transplacentario de Acs, proteccién contra la bronquiolitis
durante los primeros 6 meses de vida, que es el momento de mayor vulnerabilidad
para padecer cuadros severos por la infeccién por este virus. Los estudios indican
que la eficacia contra enfermedad severa es del 81,8% en los primeros 90 dias de vida.
Consiste en la aplicacién de 1 dosis entre las semanas 32 y 36 de gestacion, antes del
inicioy durante la temporada de circulacién del VSR. Esta estrategia fue incorporada
al Calendario Nacional de Vacunacién (CNV) con caracter gratuito y obligatorio, y
contribuiria a disminuir:

- lamortalidad infantil neonatal y postnatal en nuestro pais, al reducir la infeccion
por este virus en nifas y nifios menores de 6 meses de vida.

- los altos porcentajes de ocupacién en salas de internacién general, camas de te-
rapia intensiva pediétrica y neonatal causados por el virus, asi como el consiguiente
incremento en los costos del sistema de salud.

8.1.2.2. USO DE ANTIVIRALES PARA RSV: el palivizumab es un anticuerpo mono-
clonal dirigido contra el RSV que se ha implementado en Argentina con el objetivo de
reducir la morbilidad secundaria a la enfermedad respiratoria aguda grave por RSV
en nifios de alto riesgo.

8.1.3. VIRUS PARAINFLUENZA 1/2/3 (P1IV-1/2/3)
Este grupo de virus afectan principalmente a los nifios pequeiios, pero también pue-
den infectar a personas adultas. Generalmente causan infecciones leves en el tracto
respiratorio superior tales como rinitis y rinofaringitis. Sin embargo, en algunos ni-
fios pueden ocasionar cuadros mas graves que requieren hospitalizacién y mayores
cuidados como el crup (laringotraqueobronquitis obstructiva), bronquiolitis, bron-
quitis y neumonia.

8.1.4. ADENOVIRUS (ADV)
Al igual que los demaés virus respiratorios, los ADV se encuentran distribuidos mun-
dialmente y causan una gran variedad de enfermedades en el ser humano. En los ni-
fios causan infecciones respiratorias altas y bajas, y son la tercera causa més comtn
de infeccion respiratoria baja en menores de 5 afios.

8.1.5. METAPNEUMOVIRUS HUMANO (hMPV)

Es un agente etiol6gico que debe considerarse en el abordaje diagnostico del nifio
con bronquiolitis o infeccién del tracto respiratorio superior e inferior, particular-
mente en aquellos con inmunofluorescencia negativa por RSV, ADV, Flu-A/By PIV-
1/2/3.

El1 hMPV se considera el segundo agente etiologico en enfermedades agudas del trac-
to respiratorio. Los sujetos considerados de alto riesgo son los nifios menores de 5
afios, con mayor incidencia en infantes de 6 meses de edad. También se han encon-
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trado aislados en personas de edad adulta. Muchos estudios han reportado al hMPV
en coinfeccién con otros patégenos como RSV, BCV, RNV, CoV, etc.

Cuando se presenta de forma sintomaética, las infecciones causadas por hMPV se
presentan con fiebre (< 38 °C), tos, hipoxia, sibilancias, rinorrea, disnea, linfopenia
con monocitosis. En adultos inmunocomprometidos son comunes los dolores de
cabeza, la adenopatia cervical, 1a faringitis y el herpes labial recurrente.

8.1.6. CORONAVIRUS (CoV)

Los miembros de los género Alfa-CoV (229E y OC43) y Beta-CoV (NL63 y HKU1) de
la familia Coronaviridae que infectan a humanos de cualquier grupo etario causan
hasta el 30% de todas las IRAs. Sin embargo, 2 nuevos Beta-CoV, el Coronavirus aso-
ciado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y el Coronavirus asociado al
sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), causan neumonitis viral grave,
lo que provoca hospitalizaciéon y muerte con tasas de mortalidad general del 10% y
30%, respectivamente. Las personas mayoresy las que padecen enfermedades subya-
centes, como enfermedades cardiovasculares, diabetes, enfermedades respiratorias
cronicas o cancer, tienen mas probabilidades de desarrollar una enfermedad grave.
Sin embargo, la mayoria de las personas infectadas por el virus experimentaran una
enfermedad respiratoria de leve a moderada y se recuperaran sin requerir tratamien-
to. Produce sintomas que incluyen fiebre, tos, dificultad respiratoria, dolor muscular
y fatiga.

La pandemia de COVID-19 fue causada por el virus SARS-CoV-2. La OMS declaré una
emergencia de salud piblica de importancia internacional el 30 de enero de 2020,
condicién que mantuvo hasta el 5 de mayo de 2023, cuando decret6 el fin de 1a emer-
gencia sanitaria. Existen varias vacunas contra la COVID-19 validadas para su uso,
éstas disminuyen la probabilidad y severidad de la infeccién, aunque los vacunados
pueden contagiar el virus. Para la actualizacién de las cepas vacunales, se realiza un
constante seguimiento epidemiol6gico de las cepas circulantes a nivel mundial.

8.2. DIAGNOSTICO DE LOS VIRUS RESPIRATORIOS

A pesar de que el rol desempeiiado por los virus como desencadenantes de infecciones res-
piratorias esta ampliamente demostrado, el diagnéstico clinico no permite asegurar cuél
es el agente etiol6gico causante de la infeccién por varias razones:

el nitmero de agentes que pueden estar involucrados es muy amplio, es decir, muchos
virus pueden causar cuadros clinicos similares.

la edad de los pacientes determina un patron diferente de infeccionesy de gravedad. E1
mismo virus puede causar desde una infeccién leve del tracto respiratorio superior
a una neumonia fatal. Los nifios menores de 5 afios, y en especial los menores de 2
anos, son los méas afectados tanto en morbilidad como en gravedad de las infeccio-
nes causadas por virus respiratorios. Tanto en pacientes pedidtricos como en los
ancianos la respuesta inmunolégica a estas infecciones puede ser deficiente y por
lo tanto desencadenar complicaciones que pueden llegar a ser graves.

existe un factorimportante de estacionalidad en los paises de clima templado.
elevado potencial para causar epidemias de algunosvirus.
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Por todo esto el diagnéstico rapido y especifico es muy importante para el manejo indivi-
dual del paciente proporcionandole el tratamiento que corresponda seglin el caso y para
evitar la diseminacion del virus, indicando al paciente las conductas higiénicas a seguiry
aislandolo con el fin de que no se propague el virus.

La importancia del diagnostico etioldgico de las IRAs también se basa en que el manejo de
estas infecciones tiene un alto costo directo e indirecto en las familias, servicios de salud y
la comunidad en general por las siguientes razones:

- Aunque el principal origen de las IRAs es viral y un alto porcentaje de ellas es au-
tolimitado, son la primera causa de indicacién de antibi6ticos en el mundo, lo cual
puede llevar al desarrollo de resistencias a antimicrobianos.

- Latasa de morbilidad en nifios es muy alta y un mismo nifio puede tener entre 4 y
6 episodios al aflo aumentando asi la demanda de atencién médica. En Argentina
la principal causa de consulta e internacion es la enfermedad respiratoria en todas
las edades.

- Algunos casos, sobre todo en nifios menores de 2 afios y m4s atin en menores de 6
meses, pueden ser cuadros clinicos severos requiriendo hospitalizacion, con el gas-
to que esto genera para las familias y el sistema sanitario.

Las metodologias utilizadas para el diagnostico de los virus respiratorios pueden agrupar-
se en 2 grandes grupos:
- enmétodos directos: deteccion de antigenos y Acidos nucleicos virales en células de
la mucosa del tracto respiratorio superior.
- métodos indirectos: deteccion de Acs dirigidos contra los antigenos virales en suero
o plasma.
Los métodos directos son los de eleccion en este tipo de infecciones ya que lo importante en este
tipo de patologias es tomar decisiones rdpidas y efectivas.

8.2.1. METODOS DIRECTOS

Su éxito depende fundamentalmente de que 1a muestra clinica sea la adecuada, obte-

nida en el momento precisoy procesada en las condiciones requeridas parala técnica

elegida.

TOMA DE MUESTRA

Por su caracter de infecciones localizadas, las enfermedades respiratorias virales pre-

sentan el maximo de replicacién viral en la fase inicial de la evoluciéon de la infeccion

en las células de las mucosas del aparato respiratorio superior. Por ello, las muestras

obtenidas del tracto respiratorio superior son adecuadas para detectar tanto infec-

ciones altas como bajas. La mejor muestra es aquella obtenida dentro de los primeros

5dias de sintomatologia siendo 6ptima a las 48 horas. Asi, se obtienen muestras con

alta concentracién de células infectadas y secreciones respiratorias ricas en particu-

las virales.

La edad del paciente es fundamental para la eleccién del tipo de muestra 6ptima:

- Enlos neonatos, la muestra adecuada es el aspirado nasofaringeo (ANF) obtenido
por medio de vacio con una sonda conectada a un recolector de mucus (jeringa) e
introducida por una de las narinas hasta una determinada extension.
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- Enlos niiiosy adultos, se prefiere el hisopado nasofaringeo (HNF). Otras muestras
respiratorias pueden ser empleadas, pero presentan menor rendimiento.

CONSERVACION Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

- Sila muestra se va a utilizar para aislamiento viral en cultivo celular, se recolecta
en un medio de transporte virologico adecuado: estéril, tamponado a pH neutro,
adicionado de sustancias proteicas (gelatina, albiimina u otras) y con alta con-
centracién de mezcla de antibi6ticos y fungicidas para eliminar el crecimiento
de bacterias u hongos. Conservar, sin congelar, entre 4°C y 8°C, hasta su procesa-
miento o derivacién. En caso de ser necesaria su conservacién por varios dias se
recomienda congelar a -70°C. La temperatura de -20°C no es recomendada para
la mayoria de los virus respiratorios, siendo destruidos al congelar y descongelar.

- Silamuestra seva a utilizar para métodos inmunoldgicos diagndsticos, se recolecta
en un medio estéril, tamponado a pH neutro. Si la muestra se procesa en el dia
de su obtencién puede conservarse, sin congelar, entre 4°C y 8°C. o guardar como
improntas fijadas con acetona en frio (deteccién de antigeno por IFD).

- Si la muestra se va a utilizar para métodos moleculares diagndsticos, se recolecta
en un medio de transporte molecular que lisa las células y estabiliza los 4cidos
nucleicos. En estas condiciones, puede conservarse a temperatura ambiente has-
ta 48 horas. En caso de ser necesaria su conservacién por varios dias se puede
mantener entre 4°Cy 8°C o congelar a -20°C.

La muestra debe ser procesada en CSB nivel 2, y siempre deben estar acompafiadas
por su ficha epidemiolégica. Es importante destacar que esa muestra habitualmente
serd compartida con otras areas de microbiologia.
DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES
Se realiza por medio de métodos rapidos para el diagnostico de virus respiratorios.
No se necesita la presencia de virus infectivo. Se realiza directamente en la muestra
clinica del paciente y sus resultados son obtenidos en horas. Por estas razones per-
mite la intervencién en el tratamiento de los pacientes, por ejemplo, limitando el
uso de antibioticos, en el criterio de internacién y en el manejo de los contactos o de
la comunidad, especialmente en el caso de brotes epidémicos. Las condiciones mas
importantes para obtener un resultado preciso con estas técnicas residen en la cali-
dad y manejo de la muestra adecuada. El antigeno viral debe estar presente en cantidad
suficiente en la muestra clinica. Las metodologias usadas son:

- IFD: Esta técnica aplicada a la deteccion de antigeno viral en células epiteliales
del tracto respiratorio superior es la que aporta mejores resultados practicos para
la mayoria de los virus respiratorios. Las células de los ANF o HNF deben lavarse
cuidadosamente en solucién tamponada para evitar su destruccién, con varios
ciclos de centrifugacion a baja velocidad, y deben ser depositadas en portaobjetos
adecuados, secadas al aire y fijadas posteriormente con acetona en frio. Se dis-
pone de kits comerciales para la deteccién simultdnea de RSV, Flu-A, Flu-B, PIV-
1/2/3, ADVy hMPV en formato de screening, asi como para detectarlos individual-
mente. Es importante mencionar que este método no tiene igual desempefio para
todos los virus respiratorios. Asi, para RSV la sensibilidad es muy buena debido a
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la alta carga viral presente en las células del tracto respiratorio superior, pero para
los ADV, la sensibilidad disminuye, detectindose aproximadamente el 50% de las
muestras positivas provenientes de ANF. Ademaés de la rapidez de la técnica, una
ventaja importante de la IFD es que las improntas, una vez fijadas, pueden ser
enviadas a centros distantes y mantenerse a bajas temperaturas durante largo
tiempo, lo que permite realizar estudios virolégicos en centros médicos que no
cuentan con microscopio de fluorescencia y/o personal especializado, posibilitan-
do el estudio de un gran niimero de pacientes.

EIA: su uso es limitado debido a 1a menor posibilidad de obtener reactivos comer-
ciales y a la necesidad de muestras con concentraciones altas de antigeno viral,
por lo que el periodo 1itil para la toma de muestra clinica es mas corto que en la
IFD. Ademas, en aquellos sistemas que utilizan peroxidasas para el revelado de la
reaccién puede producirse interferencia con la presencia de peroxidasas endbge-
nas celulares en las muestras, 1o que puede dar lugar a resultados equivocos si no
son eliminadas previamente. Las ventajas fundamentales de las técnicas de EIA
son la posibilidad de procesar un gran niimero de muestras, realizar una lectura
visual, y de no necesitar infraestructura adicional.

Inmunocromatografia: Existen en el mercado distintas pruebas rapidas con
distintos formatos (tiras reactivas o cassettes) para la deteccién de algunos de los
virus respiratorios. Actualmente se dispone de kits para la deteccién de Flu-A/B,
CoV, RSV de manera separada o simultanea. Sus principales ventajas son la senci-
llez de 1a metodologia, 1a alta sensibilidad y la rapidez para obtener un resultado,
esta Giltima permite su utilizacién en centros de salud ambulatorios y servicios de
emergencia, de esta manera se expande significativamente la capacidad de diag-
noéstico, disminuyendo asi la demanda en los sistemas de salud. Con respecto a
su sensibilidad, es muy buena en periodo pre-sintométicos (1 a 3 dias previos) y
hasta 5 a 7 dias post-sintomas. Pero debido a la sensibilidad variable de la técni-
ca, un resultado negativo no descarta la infeccién y en una persona con signos
y sintomas compatibles con este tipo de patologias se requiere realizar pruebas
complementarias para definir las medidas sanitarias a tomar.

Utilizando esta metodologia no es posible evaluar la calidad de la muestra obte-
nida, lo cual es una gran desventaja ya que la toma de muestra es un paso clave en
el diagnostico de virus respiratorios. Por otro lado, 1os costos de los kits son muy
variables y pueden llegar a ser mayores que la Inmunofluorescencia.

Este tipo de métodos tuvo una gran difusién durante la pandemia COVID-19 para
la deteccién de antigenos del SARS-CoV-2.

DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS VIRALES: 1os ensayos moleculares han revolucio-
nado la deteccién de los virus respiratorios al ofrecer métodos rapidos, sensibles y es-
pecificos para identificar patégenos virales en muestras clinicas. Este avance es cru-
cial dado el impacto significativo de las infecciones respiratorias en la salud ptblica,
especialmente en epidemias y pandemias. Los métodos tradicionales de diagndstico
de virus respiratorios son ftiles, pero tienen limitaciones en términos de tiempo de
respuesta y sensibilidad. En ese sentido, la aplicacién de los ensayos moleculares en
la practica clinica ha mejorado significativamente la capacidad de diagnostico tem-
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pranoy preciso de virus respiratorios. Esto es crucial para la gestién de brotes y laim-
plementacién de medidas de control de infecciones en entornos de atencién médica.
También son fundamentales para la vigilancia epidemiolégica y la investigacion de
virus respiratorios emergentes. La capacidad de identificar ripidamente nuevos virus
y variantes es esencial para la preparacién ante posibles pandemias y para desarro-
llar estrategias de vacunacién efectivas.

Se han desarrollado ensayos moleculares multiplex (paneles) que permiten la detec-
cién simultanea de miltiples virus respiratorios. Los beneficios clave de los paneles
moleculares incluyen alta sensibilidad y especificidad, capacidad para identificar
multiples virus en una sola prueba, y 1a ripida obtencién de resultados, lo que ayuda
a guiar el tratamiento y el manejo de los pacientes de manera maés eficiente. Estas
pruebas son particularmente ttiles en entornos clinicos donde es crucial identificar
rapidamente el virus causante de una enfermedad respiratoria para proporcionar el
tratamiento adecuado y controlar la propagacién de enfermedades infecciosas.

Un ejemplo es el FilmArray®, una plataforma molecular automatizada (point-of-care)
para la deteccién rapida de 20 patégenos respiratorios en una sola prueba en mues-
tras clinicas. Es un sistema completamente automatizado que no requiere manipu-
lacién manual compleja de las muestras. Esto simplifica el proceso de prueba y redu-
ce el potencial de error humano. Proporciona resultados en aproximadamente 1 hora,
lo cual es significativamente méas rapido que otros métodos diagnésticos.

8.2.2. METODOS INDIRECTOS
La deteccion de Acs especificos es poco usada en infecciones respiratorias, siendo
atiles casi exclusivamente con fines epidemiol6gicos. El diagnéstico puede realizar-
se mediante la blisqueda en suero de Acs de clase IgM especificos en muestras de
pacientes con mas de 10 dias de evolucién, donde la IFD en muestras respiratorias
pierde sensibilidad diagnéstica. Hay disponibles distintas metodologias, entre ellas:
IFI, EIA e inmunocromatografias.

8.3. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE VIRUS RESPIRATORIOS

En Argentina, todos los afios se verifica un progresivo aumento de los casos de IRAs en la
época invernal. Dicho aumento se asocia con un incremento en la demanda de atencion,
del ntimero de hospitalizaciones y de la mortalidad por causas respiratorias.

La vigilancia epidemiolédgica de las IRAs resulta esencial para detectar precozmente el as-
censo estacional del ntimero de casos en cualquier época del afio y lugar del pais, la identi-
ficacion de los grupos poblacionales afectados y la frecuencia, distribucion y caracteristi-
cas de los agentes etiolégicos involucrados.

Dicha informacién permite direccionar las acciones de promocién, prevencién y control,
fortaleciendo la capacidad de respuesta de los servicios de atencién en particular, y del
sector salud en su conjunto.

Los objetivos de 1a vigilancia de virus respiratorios son: monitorear tendencias de la in-
cidencia de las IRAs, identificando los periodos epidémicos en diferentes unidades terri-
toriales, detectar y caracterizar los eventos respiratorios inusuales, estimar la participa-
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cién de agentes etioldgicos virales seleccionados en la morbilidad y mortalidad por IRAs,
registrar y analizar los factores de riesgo o determinantes asociados a los casos graves,
inusitados y fatales, identificar y caracterizar los virus respiratorios circulantes (en par-
ticular Flu-A/B, SARS-CoV-2 y RSV), disponer de la caracterizacién de los virus Flu-A que
potencialmente puedan ser considerados para la composicién vacunal, estimar la carga de
enfermedad grave por infecciones respiratorias agudas, particularmente asociadas a In-
fluenza, SARS-CoV-2 y RSV, contribuir con las estimaciones de efectividad e impacto de
las intervenciones, apoyar la planificacién de medidas de prevencién y control, de la pres-
tacién de los servicios de salud y de la participacién comunitaria, orientar la formulacién
delas politicas ylas directrices parala prevencién y control de las infecciones respiratorias
agudas bajo vigilancia y difundir periédicamente la situaciéon epidemiolédgica y las medi-
das recomendadas de acuerdo a la misma.

Para lograr una buena vigilancia epidemiol6gica se dispone de una red nacional de labo-
ratorios y de la notificacién obligatoria de casos en un Sistema Integrado de Informacion
Sanitaria Argentina (SISA) el cual nos permite contar con la informaciéon actualizada de
todo el pais, a través de un tnico banco de datos integrado y un sistema web de gestion
descentralizada.

Lavigilancia de las infecciones respiratorias agudas en Argentina incluye a la enfermedad
tipo influenza, bronquiolitis en menores de 2 afios, neumonias e infeccién respiratoria
aguda grave.

Los agentes virales bajo vigilancia normalmente son SARS-CoV-2, RVS, ADV, PIV-1/2/3/4,
Flu-A/B y hMPV. Ultimamente la vigilancia se est4 centrando principalmente en los Flu-
A/B, SARS-CoV-2y RSV: los casos de estos virus deben ser notificados obligatoriamente en
el SISAy el resto de los virus respiratorios deben informarse en eventos agrupados.

8.3.1. VIGILANCIA GENOMICA DE SARS-CoV-2
Debido a la variabilidad genética que presenta este virus, el Ministerio de Salud de la
Nacién decidi6 incluir en la vigilancia epidemiolégica la caracterizacién genémica de
las cepas de SARS-CoV-2 que estan circulando. Se deben estudiar:
- todas las muestras que cumplan con la definicién de caso de ETI y que hayan
resultado detectables para SARS-CoV-2 por RT-qPCR en las Unidades de Monitoreo
Ambulatorio de SARS-CoV-2 y de otros virus respiratorios.
- las muestras que cumplan con la definicién de caso de IRAG y que hayan resulta-
do ser detectables para SARS-CoV-2 por RT-qPCR en las Unidades Centinela de cada
provincia.
Las muestras por estudiar deberan ser seleccionadas segtin los siguientes criterios:
- pertenecer a la poblacién general
- diferentes grupos de edad y sexo
- enlo posible responder a una unidad geografica definida
- deben presentar un valor de Ct < 28 en la RT-qPCR.
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8.3.2. VIGILANCIA GENOMICA DE FLU-A/B

Debido a la inestabilidad y plasticidad del ARN viral, el virus Flu-A puede tener una
evolucion particular e impredecible, 1o que hace necesario su vigilancia epidemiol6-
gica permanente. La OMS estableci6é una red mundial de vigilancia de la gripe con la
finalidad de conocer las caracteristicas de distribucién mundial, su estacionalidad
y controlar la aparicién de nuevas variantes de impacto en la salud humana. Para
realizar la caracterizacién gendémica se deben enviar al Laboratorio Nacional de Re-
ferencia todas las muestras con resultados positivos para Flu-A/B con Ct < 28 por
RT-qPCR.

8.4.INFECCIONES VIRALES RESPIRATORIAS EN PACIENTES INMUNOCOMPROMETIDOS
Los agentes virales que producen infecciones respiratorias son una causa importante de
morbi-mortalidad en los pacientes inmunodeprimidos. Su impacto epidemiolégico varia
seglin el tipo de virus, el grado de inmunosupresién y el contexto geogréafico.

Entre los receptores de trasplantes y los pacientes oncohematolédgicos, 1a neumonia viral
a menudo conduce a una enfermedad respiratoria grave y a la muerte. Las infecciones vi-
rales de las vias respiratorias inferiores en pacientes inmunocomprometidos se han atri-
buido generalmente al HSV-1/2 y CMV. En los ltimos afios, Flu-A/B, PIV-1/2/3/4, RSV y
el RNV también se han reconocido como causas de infecciones graves, especialmente en
pacientes sometidos a tratamiento por neoplasias hematolédgicas y trasplante de células
madre hematopoyéticas. Estos pacientes tienen una mayor tendencia a desarrollar neu-
monia grave y se ha informado de una tasa de mortalidad de hasta el 25-70%. Estos pacien-
tes pueden experimentar una diseminacién viral prolongada que potencialmente resulte
en una mayor duracién de la infeccién, una mayor tasa de transmisién nosocomial y una
mayor tasa de mortalidad que en los huéspedes inmunocompetentes.

La prevalencia de agentes virales en pacientes inmunodeprimidos varia segiin los siguien-
tes factores:

- Tipo de inmunosupresion: los receptores de trasplantes de médula 6sea y de
pulmoén tienen mayor riesgo de infecciones por CMV, RSV y ADV, mientras los
pacientes con HIV-1 tienen mayor riesgo de infecciones por CMV y VZV.

- Contexto geografico: la prevalencia de ciertos virus (como el RSV) varia segtin la
regién y el clima.

- Estacionalidad: virus como Flu-A/B, RSV y PIV-1/2/3/4 tienen picos estaciona-
les.

- Medidas de prevencién: la vacunacién y el uso de antivirales profilacticos redu-
cen la prevalencia de ciertos virus (ej. Flu-A/B, CMV).
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GENERALIDADES DE LAS INFECCIONES GASTROINTESTINALES CAUSADAS POR VIRUS
La gastroenteritis aguda se define como la inflamacién y/o disfuncién intestinal produci-
da por un agente infeccioso o sus toxinas. Se encuentra entre las enfermedades mas fre-
cuentes del ser humano, solamente superadas por las infecciones respiratorias agudas de
etiologia viral.

La gastroenteritis aguda se caracteriza por un sindrome diarreico acompafado, o no, de
vomitos y dolor abdominal. El proceso es mas frecuente y grave en los nifios que en el
adulto sano.

Las diarreas son un sintoma comun a varias enfermedades y motivo frecuente de consulta
médica. Es un problema de Salud Puablica en los paises en desarrollo, por su alta carga de
morbilidad y mortalidad. En muchos paises puede verse un patrén estacional.

La definicién precisa de diarreas es dificil de dar, ya que la frecuencia de las deposiciones
varia de acuerdo con patrones socioecondémicos y culturales establecidos y las condiciones
higiénicas desempefian un papel fundamental. Son mas frecuentes en los paises donde
predominan las condiciones de vida desfavorables, con hacinamiento, falta de agua po-
table y deficiente cobertura de los servicios de salud. Definiremos diarrea como el aumento
brusco en el nitmero de las deposiciones, un aumento en el volumen usual o un cambio en la
consistencia de las heces.

Segtin su duracién se clasifican en:

- Diarreas Agudas: menos de 2 semanas de duracion

- Diarreas Persistentes: entre 2y 4 semanas de duracion

- Diarreas Crénicas: mas de 4 semanas de duracién

La patogenia de la mayor parte de los episodios de diarrea se puede explicar mediante al-
teraciones secretorias, osmoticas o de la motilidad, o bien por cualquier combinacion de
ellas. Por lo tanto:

- Alteraciones secretorias: causan diarrea secretoria que suele ser provocada por al-
gan secretagogo (Ej: Toxina del cOlera) que se une a un receptor de la superficie
intestinal.

- Alteraciones osmdticas: causan diarrea osmotica que aparece tras la ingestion de
solutos insuficientemente absorbidos. El soluto puede ser cualquier sustancia que
normalmente no se absorbe bien (Ej: magnesio, fésforo o azticares, alcoholes o so1-

162



Capitulo IX
INFECCIONES VIRICAS GASTROINTESTINALES Y ENTEROVIRUS

bitol no absorbidos) o bien que presenten dificultades en su absorcién por algiin
trastorno del intestino delgado (Ej: lactosa en el déficit de lactasa o glucosa en la
diarrea por rotavirus).

- Alteraciones de la motilidad: pueden ser por aumento de la motilidad (Ej: Sindrome
de Intestino Irritable, Tirotoxicosis), retardo de la motilidad (Ej: crecimiento bacte-
riano excesivo) o defecto de la permeabilidad intestinal (Ej: Enfermedad Celiaca).

Generalmente el comienzo de las diarreas agudas es brusco, 1a mayor parte de los episo-
dios remiten espontdneamente y duran de 3 a 7 dias, no obstante, el personal médico debe
tener en cuenta los grupos de alto riesgo:

- Niflos alos que se ha suspendido la lactancia materna exclusiva.

- Personas que viven en condiciones de hacinamiento.

- Nifios y personal que coexisten en circulos u otra institucién infantil.

- Inmunodepresién (ancianos, pacientes que reciben tratamiento con esteroides e
inmunodepresores, portadores de HIV-], etc).

9.1. VIRUS CAUSANTES DE GASTROENTERITIS

La microscopia electronica (ME) demostré al principio de la década de 1970 la existencia de
particulas viricas en muestras de heces de pacientes con gastroenteritis aguda, principal-
mente en nifios. Desde entonces se ha avanzado mucho en el conocimiento de estas infec-
ciones intestinales, superando dificultades determinadas por las propias caracteristicas
biologicas de los virus implicados, principalmente su dificil, y a veces imposible, adapta-
cién al cultivo en lineas celulares. Todos los agentes viricos causantes de gastroenteritis
agudas son facilmente detectados cuando se encuentran en elevadas concentraciones en
las heces por ME. La ventaja de la ME es que permite encontrar cualquier virus, sin que
el procedimiento limite la identidad del agente detectado. La mayoria de los virus son fa-
cilmente reconocibles por su morfologia, y pueden detectarse virus que en muchos labo-
ratorios no se investigan por otras técnicas. Sin embargo, la ME no es un método de rutina
utilizado en los laboratorios diagnosticos.

Los principales virus productores de gastroenteritis en el ser humano son Rotavirus, Cali-
civirus, Astrovirus y Adenovirus. Otros virus, tales como los CoV, torovirus y picornavirus,
son también causantes de diarrea, pero con menor trascendencia epidemioldgica.

En general, el diagnéstico de las gastroenteritis viricas se realiza mediante la deteccion de anti-
genos virales o por métodos moleculares basados en la deteccion de genes especificos en muestras
de heces.

9.1.1. ROTAVIRUS (familia Reoviridae)
Son virus no envueltos de unos 70 nm de didmetro y simetria icosaédrica, que po-
seen genoma ARN bicatenario lineal segmentado constituido por 11 segmentos. Los
Rotavirus (RoV) son clasificados desde un punto de vista inmunolégico, en 7 serogru-
pos (A, B,C, D, E, Fy G) con base, fundamentalmente, a las caracteristicas antigénicas
de la proteina principal de la capside VP6, la cual es altamente inmunogénica pero
los anticuerpos que induce no son neutralizantes.
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El RoV-A es el agente etioldégico mas importante de las diarreas en nifios pequefios,
aunque los miembros de los grupos B (RoV-B) y C (RoV-C) se han identificado en
diarreas en humanos. Es importante resaltar el hecho de que, dadas las importantes
diferencias antigénicas, los métodos comerciales de deteccion solo son capaces de de-
tectar al RoV-A por lo que casi la totalidad de la informaciéon epidemiolégica a nivel
global se refieren a este serogrupo.

Los RoV-A se clasifican de 2 formas (Figura 35):

- Serotipos: en base a las variantes antigénicas del virus (diferencias en las protei-
nas de la superficie viral que pueden ser reconocidas por el sistema inmunoléogico)
dado por las proteinas VP7 (serotipo G) y VP4 (serotipo P).

- Genotipos: en base a las variantes genéticas del virus (diferencias en la secuencia
del genoma viral) de los genes que codifican VP7(genotipo G) y VP4 (genotipo P).
Para VP7, los serotipos y genotipos son concordantes para VP7: 1os serotipos P se denomi-
nan con la P seguida de un ntimero para tipo y los genotipos P se denominan con la
Py el nimero entre corchetes.

Para VP4, los serotipos y genotipos son discordantes: resultando dificultosa la estanda-
rizacion.

Por ello, en la actualidad la clasificacion del RoV se basa en determinar los genoti-
pos de RoV-A con fines epidemiolégicos, mediante la amplificacién en simultaneo
de regiones especificas de los genes VP4 y VP7 seguida de secuenciacién de estos
fragmentos.

Familia |mslf Rotavirus [mms| vPe |mm | 7 Serogrupos I[A :I
B

Reoviridae
C-D-E-F 1+l

nol-noll

I VP4 I‘ I Serotipo P # Genotipo P I

[ vP7 |mm | serotipo G = Genotipo G |

Serotipo P Serotipo/Genotipo G

\

P1A[8]G1

Genotipo P

Figura 35. Sistema de clasificacién y nomenclatura de los RoV

Hasta el presente en los RoV-A provenientes de distintas especies, se han descrito 27
genotipos G y 37 genotipos P, siendo el tipo G1P[8] el més frecuentemente aislado a
partir de muestras humanas. En nuestro pais G1P[8], G2P[4], G3P[8, GOP[8] y G12P[8]
han sido los genotipos detectados con mayor frecuencia.
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Los métodos de diagnéstico disponibles comercialmente para la detecciéon de RoV
en materia fecal son faciles y rapidos de utilizar y se basan en la deteccién de anti-
genos especificos a través de Acs monoclonales o antisueros hiperinmunes. El diag-
nostico de las infecciones por RoV-A se hace habitualmente detectando la presencia de
antigeno virico en muestras de heces, con frecuencia la proteina VP6. Los formatos de
los métodos inmunoldgicos utilizados son EIA convencional (en placa o en tubo),
EIA de membrana (Dot-blot), aglutinacién con latex o inmunocromatografia.

Las metodologias moleculares para el diagnoéstico de RoV-A en formato RT-qPCR
utilizan cebadores especificos del gen que codifica la proteina no estructural NSP3
que permite detectar RoV de serogrupos diferentes. Los kits diagnosticos disponi-
bles en el mercado permiten la deteccién conjunta de RoV con otros patdgenos cau-
santes de diarreas. Estos sistemas o paneles integran la preparacién de la muestra,
la amplificacién, deteccién y anélisis en un sistema tinico.

9.1.2. ADENOVIRUS ENTERICOS (SEROTIPOS 40 v4l)
Estos ADV, denominados “fastidiosos” por ser dificiles de cultivar en las lineas ce-
lulares habituales, se caracterizan por su marcado tropismo intestinal. Los ADV
de los serotipos 40 y 41 constituyen el 59% de los ADV encontrados en las hecesy
son causantes de 2 a 22% de las diarreas virales en todo el mundo. No presentan un
patrén estacional de aparicion e infectan mas frecuentemente a nifios de entre 3 o
4 afios. La transmisién es por via fecal-oral y la diarrea no se acompaifia de deshi-
drataciéon ni de fiebre alta, aunque, a diferencia de RoV, suele ser de mayor duracién
(4 a 23 dias).
El diagnéstico de las infecciones por ADV entéricos se establece habitualmente por
deteccién antigénica mediante EIA, aglutinacién de latex o inmunocromatografia o
por deteccién del ADN-ADV40/41 mediante gPCR.

9.1.3. ASTROVIRUS (familia Astroviridae)

Son virus no envueltos de unos 35 nm de didmetro y simetria icosaédrica, que po-
seen genoma ARN monocatenario lineal de polaridad positiva de aproximadamente
7 kb. Producen un 2-8% de las gastroenteritis infantiles en forma de casos espora-
dicos y brotes de diarrea en comunidades, hospitales y guarderias. También se han
asociado de manera importante con diarrea en adultos inmunocomprometidos. La
severidad de la enfermedad es menor que RoV y hay un aumento de la incidencia en
el invierno.

Se han descrito ocho serotipos, de los que el serotipo 1 es el mas comtn, pero, debido
a la existencia de reacciones cruzadas antigénicas, es posible la deteccién de todos
ellos mediante el empleo de Acs especificos de grupo que son capaces de reconocer
un epitopo comun a todos los serotipos humanos. El diagndstico puede establecerse
por EIA comercial y fundamentalmente por RT-qPCR, lo cual ha permitido aumen-
tar el nimero de casos detectables y secuenciar el genoma para genotipificar y reali-
zar analisis filogenéticos.
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9.1.4. CALICIVIRUS HUMANOS (familia Caliciviridae)
Son virus no envueltos de unos 27-40 nm de didmetro y simetria icosaédrica, que po-
seen genoma ARN monocatenario lineal de polaridad positiva de aproximadamente
8 Kb en cuyo extremo 5 estd unido a una proteina VPgy en su extremo 3’ tiene un
tracto poli(A). Hay 2 géneros que revisten importancia en humanos:
- género Sapporovirus: comprende los Saporovirus (SaV)
- genero Norovirus: siendo el virus Norwalk el virus prototipo. Los Norovirus (NoV)
se dividen en 10 genogrupos (GGI a GGX), de los cuales 5 infectan a los humanos (GI,
GII, GIV, GVIII y GIX), e incluyen varios clusters genéticos. Los virus de los Gs I y GII
son los mayormente asociados a brotes de gastroenteritis agudas y, en particular,
el genogrupo GII.4 es el de mayor circulaciéon en el mundo. Se ha observado que, en
diversos paises, la introducciéon de la vacuna contra RoV modific6 la distribucion de
los enteropat6genos y, particularmente se ha descripto una disminucién en la preva-
lencia de RoV a expensas de un aumento de actividad por NoV.
Debido a su variabilidad genética y a que no producen inmunidad a largo plazo, un
individuo puede sufrir varias infecciones por calicivirus durante su vida, sobre todo
por NoV. Asi, estos tltimos afectan a personas de cualquier edad y causan principal-
mente brotes de gastroenteritis ya que su transmision est4 intimamente relacionada
al consumo de alimentos y aguas contaminadas, mientras que los SaV suelen estar
asociados a gastroenteritis esporadicas en niflos menores de 5 afios.
La segunda via mas importante de transmisién de NoV es la ambiental, ésta ocurre
cuando alimentos o superficies entran en contacto con aguas o sustancias que con-
tienen particulas viables de NoV. Esto es, ya sea a través del agua usada para con-
sumo humano, o bien por medio del agua empleada en cultivos vegetales, abonos,
cultivos de moluscos bivalvos filtradores o en la preparacién de los alimentos. Co-
cinar parcial o totalmente reduce la viabilidad de los NoV, sin embargo, no elimina
de forma absoluta las vias de circulacién viral de manera que los alimentos pueden
contaminarse en cualquier etapa de produccién desde el cultivo, transporte, mani-
pulacién o preparacién
El diagnéstico de estas infecciones se realiza mediante la deteccién del ARN viral por
técnica de RT-qPCR, utilizando distintos pares de oligonucleétidos. La informacién
proporcionada por estos estudios ha permitido reconocer a los calicivirus como la
principal causa de gastroenteritis epidémica.
Se han desarrollado sistemas PCR-multiplex que permiten identificar los patégenos
gastrointestinales mas comunes, entre ellos ADV entéricos, Astrovirus, NoV (geno-
grupos Iy II), RoV-Ay SaV (I, II, IV y V). Estos paneles integran la preparacién de la
muestra (heces), la amplificacién, la deteccién y andlisis en un sistema tinico.

9.1.5. ENTEROVIRUS (EV)
Los EV humanos constituyen el género Enterovirus de la subfamilia Ensavirinae den-
tro de la Familia Picornaviridae segin los nuevos criterios del ICTV. Poseen un geno-
ma de ARN monocatenario de polaridad positiva, que se divide en 4 regiones codifi-
cantes de proteinas estructurales y otras 2 regiones no codificantes reguladoras. Sus
4 proteinas estructurales que forman la capside VP1, VP2, VP3 y VP4 se sintetizan
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como una poliproteina en la que el extremo 5 esta unido covalentemente a una pe-
queiia proteina VPg.

De manera analoga a lo observado con otros virus ARN, los EV exhiben un grado
alto de variabilidad genémica, que no es homogénea y varia de acuerdo con la
region observada. El género Enterovirus se clasifica en especies, las cuales a su vez se
subclasifican en diversos serotipos, de acuerdo con la comparacién de las secuencias
nucleotidicas yla reconstruccion filogenética de la region VP1, que es 1a que contiene
la informacién especifica de serotipo y puede ser usada para la identificacién de los
EV. Los EV maés representativos de este género incluyen: Poliovirus (tipo 1,2 y 3),
Coxsackievirus (tipos Ay B) y Echovirus.

El ser humano es el Gnico reservorio conocido de los EV y su transmision es, fun-
damentalmente, por via fecal-oral y respiratoria. Se dan casos de transmisién por
fémites o moscas, aunque la mas frecuente es la via directa, de persona a persona,
existiendo gran ntimero de portadores sanos. Los virus se eliminan por las heces y
se pueden detectar en aguas residuales. Pueden presentarse en forma endémica o en
brotes epidémicos, siendo més frecuente en veranoy otoiio, en niveles socioeconémi-
cos bajos y en lactantes y nifos.

El virus penetra en el organismo por via oral o nasofaringea, con un periodo de incu-
bacién que oscila entre 2 y 30-40 dias. Se multiplica localmente en el tejido linfoide
de la faringe (amigdalas); 1a resistencia al bajo pH les permite atravesar la barrera
acida estomacal, replicar en las placas de Peyer del intestino delgado y eliminarse
por materia fecal. Posteriormente, se disemina por via sanguinea (viremia primaria)
para luego alcanzar otros tejidos diana, como la piel, miocardio, meninges, pancreas,
higado, etc. (viremia secundaria) en donde se replica. Los sintomas pueden ser el re-
sultado directo de la destruccién de células diana en los tejidos (como ocurre en la
poliomielitis), o puede deberse a la respuesta inmune frente al virus (como ocurre en
el modelo murino de miocarditis por Coxackievirus B).

La mayoria de las infecciones son controladas por el sistema inmune del paciente,
debido a la existencia de anticuerpos neutralizantes y, como consecuencia, no se pro-
duce la segunda viremia y el individuo cursa una infeccién asintomatica. Los Acs
IgG, IgM e IgA aparecen con bastante rapidez en el curso de la infeccién. La inmu-
nidad es, predominantemente, humoral, especifica de serotipo y duradera (los Acs
persisten durante toda la vida).

La clinica de la infeccién por EV es heterogénea, y puede producir desde infecciones
asintomaticas hasta cuadros de paralisis grave, ademas de meningitis, encefalitis,
exantemas, enfermedades cardiacas, conjuntivitis, enfermedad mano-pie-boca, sin-
dromes febriles inespecificos, diabetes, infecciones respiratorias y herpangina, entre
otros.

La confirmacién etiolégica de una infeccién por EV es en muchos casos compleja de-
bido a, entre otras cosas, el comportamiento biolégico de estos virus, a su epidemio-
logia y a la limitacién de los métodos diagnésticos. Si bien se puede demostrar que
una persona ha sido infectada con un EV, no siempre se puede concluir que ese virus
sea el agente causal de la enfermedad actual. Los sintomas producidos por estos vi-
rus son con frecuencia muy poco especificos y, por lo tanto, el diagnostico inicial de
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EV queda relegado hasta que se excluyen otras etiologias. De esta manera, las mues-
tras enviadas al laboratorio son muchas veces inadecuadas ya sea por su incorrecta
conservacion o por el tiempo transcurrido hasta obtenerlas.

Teniendo en cuenta las limitaciones mencionadas, la realizacion de un diagndstico
preciso depende fundamentalmente de la recoleccion de la muestra adecuada, tomada
en tiempo y forma, con respecto al inicio de los sintomas. Las muestras adecuadas se
relacionan con el cuadro clinico y 1a metodologia de eleccién es la deteccién del ARN
viral por RT-qPCR (amplificacion de la region 5UTR que permite detectar a la mayoria
de los EV por ser una parte conservada del genoma).

Los métodos de secuenciacion del extremo 3’ del genoma viral que codifica para la
proteina VPI, permiten determinar el serotipo de un aislamiento, su origen y su evo-
lucién en la naturaleza.

La deteccién de Acs IgG tiene més valor para estudios epidemiolégicos de seropre-
valencia que para el diagnéstico clinico. La deteccién de Acs IgM especificos se ha
utilizado con éxito en el estudio de brotes epidémicos.
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10.1. ARBOVIRUS Y SUIMPORTANCIA EN LA SALUD HUMANA

El término arbovirus (del inglés “arthropod-borne viruses”) se refiere a virus transmitidos
por vectores artropodos hematéfagos (mosquitos, garrapatas y jejenes) y abarca un grupo
diverso de virus que incluye a varias familias y géneros, como los Orthoflavivirus, Alfavirus
y Orthobunyavirus.

En las Américas, los arbovirus méas importantes son el virus del dengue (DENV), el virus
Zika (ZIKV) y el virus Chikungunya (CHIKV), todos transmitidos por el mosquito Aedes
aegypti, ampliamente distribuido en la regién. Otros arbovirus, como el virus de la fie-
bre amarilla (YFV), el virus del Nilo Occidental (WNV), y el virus de la encefalitis de
San Luis (SLEV), asi como los alfavirus responsables de la encefalitis equina, tienen una
distribucion geografica méas limitada. Ademas, otros arbovirus, como el virus Oropouche
(OROV) y el virus Mayaro (MAYV), han provocado brotes en ciertos paises y tienen el po-
tencial de reemerger.

Las enfermedades causadas por arbovirus representan un serio problema de salud ptiblica
anivel mundial, ya que su prevencién y control dependen del manejo de los vectores, lo que
complica su contencidn, especialmente en regiones tropicales y subtropicales. El aumento
de casos de infeccién en América Latina estd impulsado por diversos factores ambientales
y socioeconémicos. La deforestacion, el cambio climéatico y la expansién urbana crean ha-
bitats ideales para estos vectores, aumentando la interaccién entre mosquitos y humanos
y, por ende, la transmision de los arbovirus.

10.2. VECTOR Y MODO DE TRANSMISION DEL DENV, ZIKV y CHIKV

Los mosquitos del género Aedes, especialmente Ae. aegypti y Ae. albopictus, son los principales
vectores responsables de la propagacion de los virus DENV, ZIKV y CHIKV. Las hembras de
Ae. aegypti se destacan como los mosquitos vectores mas eficientes debido a sus habitos do-
mésticos, que les permiten satisfacer todas sus necesidades vitales en el entorno humano.
Las hembras requieren sangre humana para la reproduccién y depositan sus huevos en reci-
pientes que acumulan agua limpia, lo cual es crucial para su control, ya que cualquier objeto
que recoja agua de lluvia puede servir para la reproduccién del mosquito.

El ciclo de transmisién comienza cuando una persona infectada con el virus, durante el
periodo de viremia es picada por un mosquito vector. En el mosquito, el virus se replica
en diversos 6rganos, incluyendo el tubo digestivo, los ovarios, el tejido nervioso y el cuerpo
graso. Posteriormente, el virus se difunde en la cavidad corporal y alcanza las glandulas
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salivales, donde se establece una infeccién persistente. El periodo de incubacién en el mos-
quito (periodo de incubacion extrinseca) es de aproximadamente 8 a 12 dias, y el mosquito
permanece infectante durante el resto de su vida.

Cuando un mosquito infectado pica a una persona sana, regurgita saliva cargada de virus
en la sangre del nuevo hospedero. En los seres humanos, el virus circula libre en el plasma
y entra en contacto con células susceptibles (periodo de incubacion intrinseca).

DENYV, ZIKV y CHIKV se transmiten principalmente por la picadura de mosquitos infecta-
dos y siguen un patrén de transmision similar al descripto. Sin embargo, para DENV se ha
documentado la transmisién de persona a persona durante el periodo de viremia a través
de la exposicién a sangre infectada (transfusiones, lesiones por agujas o accidentes de la-
boratorio) y a 6rganos o tejidos infectados (trasplantes).

Una caracteristica distintiva del ZIKV es su capacidad para ser transmitido verticalmente
de madre a hijo durante el embarazo, 1o que puede provocar malformaciones congénitas
como la microcefalia. La transmisién vertical se ha documentado para DENVy CHIKV, aun-
que con menor frecuencia en comparacién con el ZIKV. Ademas, el ZIKV puede ser trans-
mitido sexualmente. Las manifestaciones clinicas del CHIKV incluyen sintomas graves
como artralgias y fiebre, que pueden durar meses y afectar la calidad de vida del paciente.
El rol del mosquito como vector es crucial en la transmisiéon de DENV, ZIKV y CHIKV, pero
las diferencias en la transmisién vertical, 1a posibilidad de transmisién sexual y los efectos
clinicos especificos de cada virus subrayan la necesidad de una vigilancia epidemiolédgica
y un control vectorial adaptados a cada uno.

En Argentina, el DENV tiene una mayor prevalencia y presenta brotes mas frecuentes en
comparaciéon con el ZIKV y CHIKV. Ae. aegypti es el mosquito vector predominante, y su
presencia esta bien documentada en todo el pais. Sin embargo, la presencia de Ae. albopic-
tus como vector ha sido registrada en provincias del norte del pais y podria mantener el
ciclo del virus en ambientes silvestres, utilizando a 1os monos como reservorios.

10.3. VIRUS DENGUE (Orthoflavivirus denguei)

DENV pertenece a la familia Flaviviridae y se clasifica dentro del género Orthoflavivirus (an-
tes denominado Flavivirus). Recientemente, el ICTV implement6 cambios en la clasifica-
cién de esta familia, renombrando algunas especies. Por ejemplo, aunque el nombre del
virus del dengue y su abreviatura “DENV” permanecen sin cambios, la especie ahora se
denomina Orthoflavivirus denguei. De manera similar, el YFV se clasifica como Orthoflavivi-
rus flavi y el ZIKV como Orthoflavivirus zikaense.

DENV es un virus envuelto con genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva que
se traduce en un precursor polipeptidico el cual es procesado co- y post-traduccionalmen-
te para generar 3 proteinas estructurales (C, prM y E) y 7 proteinas no estructurales (NSI,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). Las principales propiedades inmunolégicas y an-
tigénicas del DENV estin determinadas por la glicoproteina de la envoltura (E) contra la
cual se generan los Acs neutralizantes.

DENV circula en 4 serotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) que estan
estrechamente relacionados genéticamente y comparten aproximadamente el 65% de sus
genomas, pero son serolégicamente distintos. Cada serotipo induce una inmunidad espe-
cifica de por vida contra el mismo serotipo (homdlogo), pero no proporciona inmunidad
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cruzada contra los otros serotipos. Todos los serotipos pueden causar una amplia gama de
manifestaciones clinicas, desde infecciones asintomaticas hasta cuadros graves y poten-
cialmente mortales.

10.3.1. CLASIFICACION DE LA INFECCION POR DENYV (segiin 1a OMS)

Infeccién primaria: se presenta en individuos que estdn expuestos por primera
vez a cualquiera de los serotipos. En esta fase, los titulos de Acs neutralizantes
(IgG a-DENV) generalmente no exceden de 1:1280 y son relativamente monoes-
pecificos.

Infeccién secundaria: en individuos que se infectan por segunda vez con un
serotipo diferente al primero. En este caso, los titulos de Acs suelen ser mayores
de 1:1280 y son heterélogos, reflejando la presencia de anticuerpos contra mul-
tiples serotipos.

10.3.2. CLASIFICACION ACTUAL DE LAS FORMAS CLINICAS DEL DENGUE
(segtin 1a OMS)

DENGUE:

- Fiebre del Dengue (FD). enfermedad febril aguda, con sintomas de malestar
general, cefalea, dolor retro-ocular y dolor en articulaciones y musculos, y
exantemas, sin signos de gravedad.

- Casos Graves No Clasificados Como Dengue Grave: pacientes con sintomas se-
veros pero que no cumplen todos los criterios para ser considerados como
Dengue Grave.

DENGUE GRAVE: cuando se cumple al menos uno de los siguientes criterios:

extravasacion grave de plasma (shock hipovolémico o distrés respiratorio por acu-

mulacién de liquidos en el pulmoén), hemorragias graves (sangrados severos) o

afectacion de drganos (hepatitis, encefalitis, miocarditis, etc).

- Fiebre Hemorrdgica del Dengue (FHD): caracterizada por hemorragias, trom-
bocitopenia y aumento del hematocrito debido a la pérdida de plasma.

- Sindrome de Shock por Dengue: se presenta con signos de shock hipovolémico
(piel fria, pulso débil e hipotensién) debido a la extravasacion de liquidos.

- Otras Complicaciones Graves: incluye afectaciones severas de 6rganos como
encefalitis, miocarditis, hepatopatia e insuficiencia renal aguda.

La clasificacién actual facilita la identificacién y el manejo clinico del dengue,

abordando las limitaciones de la clasificacién anterior que era demasiado rigida

y dependia en gran medida de resultados de laboratorio. Este enfoque ayuda a

garantizar una atencién mas adecuada y oportuna para todos los casos, reflejan-

do mejor la variedad de presentaciones clinicas y mejorando la comunicacién
entre profesionales de la salud.

10.3.3. ESTRATEGIAS DIAGNOSTICAS. Se debe tomar la muestra de suero tan pron-
to como sea posible después de la apariciéon de la enfermedad. Los ensayos que se
realizaran dependeran del momento de su recoleccién (Figura 36).
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Figura 36: Marcadores diagnosticos en la infeccién por DENV (adaptado de Pang, 2017)
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MUESTRAS DE FASE AGUDA (6 dias o menos de aparicion de la fiebre). La viremia por
DENV coincide con la aparicién de los sintomas en pacientes con infeccién en fase
aguda (Figura 36), por lo que los métodos directos son los de eleccion.

Deteccion del ARN-DENV: en general se realiza por métodos de amplificacién ba-
sados en RT-qPCR cualitativas que amplifican un gen conservado sobre la re-
gién 5'UTR del virus (sin realizar la distincién de serotipo). Se dispone de ensa-
yos que permiten la deteccién y genotipificaciéon simultdnea del DENV asi como
también de ensayos multiplex que permiten la deteccién simultanea y diferen-
ciacion de los arbovirus DENV, ZIKV y CHIKV.

Deteccion del Ag NSI: 1a glicoproteina no estructural NS1 ha demostrado ser un
biomarcador muy itil en el diagnéstico temprano. Durante la infeccién, una
forma hexameérica de NSI se libera y se acumula en suero en altas concentra-
ciones. Se encuentran disponibles comercialmente equipos basados en EIA o
IC con valores predictivos positivos mayores al 85% en la mayoria de los paises
endémicos, donde los sindromes febriles por dengue alcanzan hasta un 30% del
total de los casos.

Aislamiento Viral (solo en laboratorios de referencia): se emplean células Vero (cé-
lulas de mono verde africano) o células de mosquito C6/36 que son inoculadas
con la muestra de suero a investigar. La presencia del DENV se evidencia a tra-
vés de la observacion del efecto citopatico sobre el cultivo celulary se confirma a
los 10 dias post-inoculacién con Acs especificos de serotipo por IFI.

MUESTRAS DE FASE CONVALESCIENTE (7 dias o mds de aparicion de la fiebre). En
este periodo se utilizan métodos indirectos, para el cual se requiere una mues-
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tra de suero en la etapa de convalecencia obtenida al menos 6 dias después de
la fecha de comienzo de los sintomas. En infecciones primarias, a los dos dias
de la disminucién de la fiebre, se demostro el incremento de Acs IgM a-DENV
en practicamente todos los pacientes, con un pico en la respuesta aproxima-
damente a las dos semanas. En infecciones no primarias, la respuesta de Acs
IgM es variable, en algunas ocasiones esta ausente o es muy baja, pero existe un
marcado incremento de los Acs IgG.

Deteccion de Acs IgM a-DENV: se realiza mediante ensayos basados en EIA o IC
con elevada sensibilidad y especificidad que permiten detectar los Acs IgM a
partir del 5° dia del comienzo de los sintomas, permaneciendo en suero hasta
3 meses. La presencia de los Acs IgM a-DENV indica infeccién reciente y no es
indicativo de una infeccién primaria ya que también son detectados en una in-
feccién secundaria (Figura 36). Esta prueba presenta reaccién cruzada con otros
arbovirus como WNYV, SLE y YFV, por lo que es conveniente revisar los antece-
dentes clinicos del paciente, historial reciente de viaje y vacunacién (especial-
mente contra la Fiebre Amarilla).

Deteccion de Acs IgG a-DENV: permiten establecer si un individuo estuvo en con-
tacto con DENV. No se recomienda su deteccién en muestra tinica para el diag-
noéstico de dengue en fase aguda. Suele ser 1itil, en caso de estudiar muestras
pareadas (una muestra en fase aguda y otra muestra en fase convalesciente): si
el titulo de Acs IgG se mantiene entre las muestras, se confirma la infeccion primaria,
mientras que si el titulo de Acs IgG se incrementan (en general, unas 4 veces), se confir-
ma la infeccion secundaria.

Prueba de neutralizacion por reduccion de placas (solo en laboratorios de referen-
cia): permite la deteccién de Acs IgG neutralizantes a-DENV y es considerada de
gran utilidad en estudios epidemiolégicos por su elevada especificidad lo que
permite identificar el serotipo causante de una infeccién. La prueba se basa en el
principio de que los Acs neutralizantes presentes en la muestra de suero del paciente
inactivan el virus para que pierda su capacidad de infectar y reproducirse en las
células target. Se requieren de muestras pareadas de sueros en los casos sospe-
chosos de la enfermedad, asi como destreza en su ejecucion.

10.3.4. CONTEXTO EPIDEMIOLOGICO Y SELECCION DE METODOS DIAGNOSTICO
El diagnostico de dengue requiere considerar la situacion epidemioldgica de 1a re-
gibn, y el momento entre el inicio de los sintomasy la toma de la muestra. Por lo tanto:

Sila muestra es obtenida entre los 0y 3 dias de evolucion desde el inicio de la fiebre, se
deben utilizar métodos directos como Ag NS1, ARN-DENV o aislamiento viral
(solo en laboratorios de referencia).

Sila muestra es obtenida entre los 4y 6 dias de evolucion desde el inicio de la fiebre, se
deben combinar un método indirecto (Acs IgM) con un método directo como Ag
NS1, ARN-DENYV o aislamiento viral (solo en laboratorios de referencia).

Si la muestra es obtenida con 7 0 mds dias de evolucion desde el inicio de la fiebre, se
deben utilizar métodos indirectos de deteccién de Acs IgM a-DENV o prueba de
neutralizacion (solo en laboratorios de referencia).
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10.3.5. VACUNAS CONTRA EL DENGUE

En abril de 2023, 1a vacuna QDENGA® (TAK-003) del laboratorio Takeda fue apro-
bada en Argentina por la ANMAT para personas entre 4 y 60 afios, con un esque-
ma de 2 dosis separadas por 3 meses y administrada por via subcutinea. Esta
vacuna se comercializa en nuestro pais desde octubre de 2023. La vacuna se basa
en la cepa viva atenuada DENV-2 PDK-53 caracterizada molecularmente sobre la
que se disefiaron otros 3 virus quiméricos recombinantes utilizando su estruc-
tura principal, pero con sustitucién de los genes prM y E de DENV-2 por los de
DENV-1, DENV-3y DENV-4.
La vacuna Butantan-DV es una vacuna candidata monodosis que genera protec-
cién frente a los 4 serotipos del DENV, producto de la colaboracién del Instituto
Butantan (Brasil) con NIH (EE. UU.). Se componen de virus atenuados DENV-1,
DENV-3, DENV-4 y un virus quimérico que contiene los genes que codifican las
envolturas del DENV-2. La atenuacion se ha logrado generando un DENV recom-
binante que se modifica por delecién o quimerizacién antigénica entre 2 DENV
relacionados usando las 2 estrategias siguientes:

- introduccién de una mutacién atenuante por delecién de 30 nucleétidos

(A30)en 3UTR de DENV-1y DENV-4
- sustituciénde proteinas estructurales dela candidataavacunarDENV-4A30
atenuada por aquellas de DENV-2 0 DENV-3.

10.4. VIRUS ZIKA (Orthoflavivirus zikaense)

El ZIKV, al igual que DENYV, pertenece a la familia Flaviviridae y al género Orthoflavivi-
rus. Ambos virus tienen un genoma de ARN de sentido positivo que se traduce en una
poliproteina, la cual se procesa en 3 proteinas estructurales (capside, precursor de la
membrana y envoltura) y 7 proteinas no estructurales. A pesar de estas similitudes,
existen diferencias en las funciones especificas de algunas proteinas.

10.4.1. MODO DE TRANSMISION DEL ZIKV

Ademas de la transmision vectorial a través de mosquitos infectados (Ae. aegypti

y Ae. albopictus), el ZIKV puede ser transmitido por otras vias:

- Transmision congénita: se ha confirmado la presencia de ARN-ZIKV en el li-
quido amnidtico de mujeres embarazadas y en tejidos fetales, asi como en
cerebros de neonatos con microcefalia que fallecieron poco después del na-
cimiento. Ademas, algunos neonatos pueden ser virémicos hasta 4 dias des-
pués del nacimiento, sugiriendo una posible transmision intraparto. E1 perio-
do embrionario (aproximadamente hasta la semana 9 de edad gestacional)
se considera como el de mayor riesgo. En Brasil, se confeccion6 un registro
de 35 nifios con microcefalia. Todas las madres habian vivido o visitado las
zonas de trasmision de ZIKV durante el embarazo, y el 72% inform6 de una
enfermedad eruptiva durante el mismo.
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- Transmision sexual: ZIKV puede persistir en el semen durante periodos prolon-
gados, lo que plantea un riesgo para la transmisién sexual. Se esta investigan-
do cuanto tiempo permanece el virus en los fluidos sexuales y su potencial de
transmision a parejas sexuales. El uso consistente de preservativos puede redu-
cir este riesgo.

- Transmision transfusional: se han reportado casos durante el brote en la Poline-
sia Francesa, donde el 2,8% de los donantes de sangre resultaron positivos para
ZIKV,y algunos informaron sintomas compatibles con fiebre por ZIKV después
de la donacién. Estos casos destacan la necesidad de una vigilancia rigurosa en
el suministro de sangre para prevenir la transmisién del virus.

10.4.2. MANIFESTACIONES CLINICAS DEL ZIKA
El ZIKV suele causar sintomas como fiebre baja, erupcién cutanea, dolor muscular,
conjuntivitis y dolor de cabeza. La infeccién durante el embarazo esta asociada con
malformaciones neurolégicas en el feto, como la microcefalia.
El ZIKV ha ganado atencién por su expansién global y su asociacién con trastornos
neuroldgicos. Como virus neurotropico, afecta las células nerviosas y tejidos del sis-
tema nervioso central, llevando a complicaciones como la microcefalia en lactantes
y el sindrome de Guillain-Barré en adultos. El virus ataca las células progenitoras
neurales, esenciales para el desarrollo cerebral, interrumpiendo su division y dife-
renciacion, lo que conduce a anomalias del desarrollo y microcefalia. Ademas, el
ZIKV puede dafiar neuronas y células gliales, causando inflamacién y respuestas
inmunitarias que agravan el dafio.
ZIKV también se replica en varios tipos de células cerebrales, generando respuestas
proinflamatorias que atraen células inmunitarias al sitio de infeccién, causando
mas dafio a las estructuras cerebrales. Algunos estudios sugieren que el virus se
une a receptores especificos en las células progenitoras neurales, activando vias de
seflalizacion que inducen la muerte celular y bloquean la divisién y diferenciacién
celular.

10.4.3. DIAGNOSTICO VIROLOGICO
Dado que los sintomas iniciales de la infeccién por ZIKV pueden pasar desapercibi-
dos, suele perderse la oportunidad para la toma de la muestra adecuada. El algorit-
mo diagnostico propuesto indica:
- Deteccion de ARN-ZIKV cualitativa por RT-qPCR en:
- Muestras de suero o LCR entre los dias 1 a 6 de inicio de sintomas
- Muestras de orina hasta los 20 dias de comienzo de sintomas
- Muestras de placenta o leche materna ante sospecha de transmision vertical
- Deteccion de Acs IgM a-ZIKV por métodos de ELISA en suero o LCR de mas de 5
dias de inicio de sintomas. En caso de positividad, se debe confirmar en una se-
gunda muestra de suero tomada de 10 a 14 dias de la primera muestra mediante
prueba de neutralizacién por reduccién de placas (en laboratorios de referencia).
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10.5. VIRUS CHIKUNGUNYA (CHIKV)

CHIKV pertenece al género Alphavirus (grupo del Nuevo Mundo) dentro de la familia
Togaviridae cuyo nombre proviene del idioma Makonde (hablado en el sudeste de Tan-
zania) y significa “aquel que se encorva”. CHIKV es un virus envuelto con un genoma de
ARN monocatenario de polaridad positiva que codifica 2 poliproteinas que se subdivi-
den en 4 proteinas no estructurales (NSP1-4) y 5 proteinas estructurales (C, E3, E2, 6K
y E1). En la superficie del virién, E1 y E2 forman heterodimeros que se trimerizan para
constituir las espiculas virales. E2 es crucial para la union al receptor, mientras que E1
facilita la fusién de la membrana.

10.5.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE CHIKV
CHIKV infecta multiples tipos celulares, incluyendo células dendriticas, macro-
fagos, fibroblastos sinoviales, células endoteliales y miocitos. También infecta
osteoblastos, lo que contribuye a la patologia articular y a 1a enfermedad erosiva
observada en pacientes con artritis crénica. La infeccién por CHIKV se presenta
como una enfermedad febril autolimitada conocida como Fiebre Chikungunya
(CHIKEF), caracterizada por un dolor articular severo y mialgia, sintomas que pue-
den persistir durante semanas e incluso meses. En una proporcioén baja de casos,
pueden ocurrir manifestaciones graves como las complicaciones neurolégicas
(encefalitis, meningitis) y sindrome de Guillain-Barré. Ademas, se han documen-
tado casos fatales.
Generalmente, el periodo de incubacién es de 3 a 7 dias (rango: 1 a 12 dias). Casi
el 30% de las personas infectadas pueden no desarrollar sintomas y, en su lugar,
adquirir inmunidad permanente.
Durante la fase aguda, los sintomas mas comunes incluyen fiebre alta (>39°C),
escalofrios, dolor de cabeza, fotofobia y erupcién petequial o maculopapular. Los
sintomas articulares afectan a menudo multiples articulaciones, especialmente
manos y muifliecas, aunque pueden observarse en articulaciones mayores (rodi-
1las, hombrosy columna). Durante el periodo febril, CHIKV presenta una viremia
significativamente mas alta en comparacién con otros arbovirus, siendo la carga
viral un buen predictor de gravedad de la enfermedad. Los sintomas suelen remi-
tir en 7 a 10 dias, con mejoria general y disminucién del dolor articular.
La afectacién articular discapacitante puede extenderse por 2 y 3 meses del ini-
cio de la enfermedad (forma subaguda de CHIKF) o persistir por méas de 3 meses
hasta 2 - 3 aflos (forma cronica de CHIKF), principalmente en adultos mayores
(>65 anos).

10.5.2. DIAGNOSTICO VIROLOGICO
Se debe sospechar de infeccién por CHIKV cuando hay epidemiologia compatible
asociada ala triada de fiebre, artralgias y erupcion cutdnea. E1 algoritmo diagnosti-
co propuesto se basa en el momento de obtencién de 1a muestra con relacién a la
fecha de inicio de los sintomas e indica:
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- Si la muestra es obtenida entre los 0y 8 dias de evolucion desde el inicio de la fiebre, se
deben utilizar métodos directos como deteccién del ARN-CHIKV o aislamiento
viral (solo en laboratorio de referencia). Un resultado positivo confirma la infec-
cién. Un resultado negativo requiere de una nueva muestra de méas de 8 dias de
evolucién desde el inicio de sintomas para la deteccién de Acs IgM a-CHIKV.

- Si la muestra es obtenida con 9 0 mds dias de evolucion desde el inicio de la fiebre, se
deben utilizar métodos indirectos de deteccién de Acs IgM a-DENV. Un resul-
tado negativo descarta la infeccién. Un resultado positivo requiere confirmacién
por prueba de neutralizacién (solo en laboratorios de referencia) que detecta Acs
IgG a-CHIKV a partir de una nueva muestra obtenida entre los 10 a 15 dias de
evolucién de los sintomas.

10.6. ROBOVIRUS

Los robovirus (del inglés, rodent-borne viruses o “virus transmitidos por roedores”) perte-
necen al género Orthohantavirus de la familia Hantaviridae (Hantavirus) y al género Mam-
marenavirus de 1a familia Arenaviridae (Arenavirus). Estos virus, cuyo reservorio natural son
los roedores, pueden ocasionalmente transmitirse a los humanos, causando diversas en-
fermedades zoonoticas, incluidas brotes reemergentes de fiebre hemorragica en humanos,
como la FHA causada por el virus Junin.

10.6.1. HANTAVIRUS (ORTHOHANTAVIRUS)
Los hantavirus son virus esféricos (didmetro de 120-160 nm) cubiertos por una en-
voltura lipidica en cuya superficie se encuentran espiculas formadas por las glico-
proteinas Gn y Ge. Dentro de la envoltura, las nucleocapsides contienen la proteina
N y la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp). Su genoma se compone de 3
segmentos de ARN monocatenario de polaridad negativa:

- segmento L: codifica la RARp.

- segmento M: codifica un precursor de glicoproteinas que se divide en Gn y Gc.

- segmento S: codifica la proteina N que protege el ARN viral. En algunos hantavi-
rus, también codifica una proteina no estructural (NS) que inhibe la produccién
de interferén en las células del hospedador.

Las regiones no traducidas (UTR) de los segmentos genémicos estan conserva-
das y son complementarias, formando estructuras que facilitan la replicacién y
transcripcién del ARN viral.

10.6.1.1. HOSPEDEROS Y TRANSMISION AL SER HUMANO. Los hantavirus se
mantienen y transmiten a través de diversos reservorios de pequeiios mamiferos
como murciélagos, musarafas y topos y, en particular, roedores de las subfamilias
Amvicolinae y Murinae en Eurasiay, Neotominaey Sigmodontinae en América del Norte
y del Sur.

Cada especie de roedor hospedador puede estar infectada de manera persistente y
asintomaética, eliminando el virus a través de su saliva, orina y heces, 1o que permite
la transmision entre roedores. El virus se aerosoliza y puede ser inhalado por el ser
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humano. La transmisién al humano generalmente ocurre al ingresar en el habi-
tat de los roedores, especialmente en areas peri-domiciliarias de zonas suburba-
nas o rurales, y durante actividades laborales o recreativas. Esta transmisién es
también comun en espacios cerrados como galpones o dep6sitos infestados. En
menor medida, otras posibles vias de contagio incluyen el contacto con excre-
mentos o secreciones de ratones infectados a través de las mucosas conjuntival,
nasal o bucal, o mediante la mordedura del roedor infectado. Ademas, existen
evidencias epidemioldgicas y virologicas de transmision persona a persona en re-
lacién con el hantavirus Andes Sur (ANDV) en la Patagonia Argentina, lo que
hace que las secreciones y otros fluidos humanos deben considerarse potencial-
mente peligrosos durante la atencién de pacientes con infeccién por hantavirus.

10.6.1.2. CLASIFICACION Y EPIDEMIOLOGIA. Los hantavirus estan distribui-
dos en distintas regiones geograficas y asociados con diversos reservorios hospe-
dadores, lo que influye en la epidemiologia y las estrategias de prevencion de las
enfermedades que causan. Actualmente, se conocen mds de 50 especies de hantavi-
rus, de las cuales al menos 24 especies pueden causar enfermedades en humanos. Los
hantavirus se clasifican en 2 grupos principales segin su distribucién geografi-
ca, los roedores que los albergan y las variaciones en la gravedad de las enferme-
dades que suelen provocar:

- Virusdel Viejo Mundo: virus asociados con roedores presentes principalmen-
te en Europa y Asia (como Myodes glareolus y Apodemus flavicollis) y al Sindro-
me Renal con Fiebre Hemorrdgica (HFRS). La rata salvaje (Rattus norvegicus), un
roedor del Viejo Mundo, también se encuentra en areas urbanas de América
del Norte.

- Hantaan orthohantavirus (HNTV) es el agente etiol6gico de la fiebre he-
morrégica coreana, una forma severa de la HFRS que ha causado nume-
rosas epidemias en la region.

- Seoul orthohantavirus (SEOV), aunque menos virulento que HTNV, sigue
siendo una amenaza en areas urbanas debido a su asociacién con ratas
domeésticas (Rattus spp.)y su distribucién mundial.

- Puumala orthohantavirus (PUUV) y Dobrava-Belgrado orthohantavirus
(DOBV) causan HFRS en Europa, siendo DOBV el mas virulento con una
tasa de letalidad aproximada del 10%.

- Virus del Nuevo Mundo: virus asociados con roedores presentes en América
del Norte y del Sur (como Peromyscus maniculatusy Oligoryzomys longicauda-
tus) y asociados al Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (HCPS).

En América, se reconocen més de 20 especies de hantavirus cada una asocia-

da a un reservorio natural especifico. Entre ellos se encuentran:

- Sin Nombre orthohantavirus (SNV), identificado en 1993 como el agente
causante de un brote de HCPS en la regién de Four Corners (EE.UU.). Se
ha identificado en areas donde est4 presente su hospedador natural (Pe-
romyscus maniculatus: ratén ciervo) abarcando gran parte de América del
Norte. Presenta una letalidad estimada en 35%.
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Andes orthohantavirus comprende al ANDV identificado en Argentina en
1995 y se encuentra en varias regiones endémicas de nuestro pais junto a
diversas variantes asociadas tales como virus Andes Oran (ORNV), virus
Andes Bermejo (BERV), virus Andes Buenos Aires (BAV — nombrado antes
como HU39694), virus Andes Juquitiba (JUQV), virus Andes Lechiguanas
(LECV) y virus Andes Central Plata (CPV).

El ANDV se ha reportado también en Chile, donde se encuentra en el ratén
pigmeo (Oligoryzomys longicaudatus) y en el ratén de pastizal de pelo largo
(Abrothrix longipilis). E1 ANDV es el iinico hantavirus con transmisiéon documen-
tada de persona a persona y posee una tasa de letalidad del 25%-37%.

Laguna Negra orthohantavirus comprende al virus Laguna Negra (LNV)
cuyo reservorio es la laucha de campo (Calomys laucha) y se ha detectado en
la regién noroeste de Argentina, Paraguay y Bolivia.

Sibien las infecciones por hantavirus tienen una baja incidencia, son de im-
portancia para la salud ptblica por su mortalidad, por el riesgo de la presen-
tacién de brotes y por el hecho de que no existe un tratamiento especifico,
por lo que es imprescindible adoptar ciertas medidas de prevencion en las
areas donde viven roedores hospederos.

10.6.1.3. PATOGENESIS. Los hantavirus, al ingresar por el tracto respiratorio, infec-
tan principalmente las células endoteliales microvasculares, diseminandose a casi
todos los érganos principales. La infeccion no causa dafio celular directo, pero altera
funciones criticas de las células endoteliales, como la integridad de la barrera vascular
ylaregulacioén del tono capilar. Esto puede llevar a una fuga capilar, un mecanismo
clave en la patogénesis del HCPS o HFRS que, si bien son entidades separadas, com-
parten varias caracteristicas:

fuerte inflamacién y afectacién de las células endoteliales vasculares, compor-

tdndose como enfermedades sistémicas.

pueden conducir a la insuficiencia renal.

casi todos los pacientes con HCPS y mas del 50% de los pacientes con HFRS
presentan sintomas respiratorios, incluyendo hipoxia y hallazgos radiol6gicos
en radiografias de térax y/o tomografias computarizadas.
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10.6.1.4. FASES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus

Sindrome Renal con Fiebre Hemorragica

Fase Prodrémica

Fase Febril

e Inicio abrupto con fiebre (>38.5°C), astenia,
escaloftios, y mialgias.

e Sintomas compatibles con abdomen agudo.

e A menudo sin sintomas respiratorios superiores.

e Laboratorio: presencia blastos (> 10%),
trombocitopenia, leucocitosis (>12.000) con
desviacion a la izquierda, y una velocidad de
sedimentacioén eritrocitaria (VSG) normal o
ligeramente elevada.

e Comienza con fiebre alta, mialgias, dolor
abdominal y de espalda.

e Dura en promedio 7 diasy se
caracteriza por una fuerte inflamacién,
trombocitopenia, y anomalias en la
coagulacion.

e La fuga vascular puede llevar a
hipotensién, petequias, epistaxis,
menorragia, metrorragia y sangrado
gastrointestinal.

Fase Cardiopulmonar

Fase Hipotensiva

e Edema pulmonar que puede progresar
rapidamente (4 a 24 horas), causando distrés
respiratorio. Puede evolucionar a un shock con
hipotensién y oliguria.

Laboratorio: plaquetopenia, aumento del
hematocrito, leucocitos normales o marcada
leucocitosis (>25.000/mm?®), hiponatremia,
acidosis metabodlica, hipoprotrombinemia,
aumento del KPTT, creatinina, LDH, CPK, AST/
ALTyamilasa.

La estabilizaciéon hemodindmica y respiratoria
durante las primeras 48 hs de tratamiento,
reducen la mortalidad del 60-70% al 20%.

e Hipotension severa, a menudo asociada a
shock, que puede durar desde pocas horas
hasta 48 horas.

Fase Diurética

Fase Oligtirica

e Répida eliminacién del edema pulmonar y la
resolucion del shock y la fiebre.
e Diuresis espontanea.

e Se caracteriza por insuficiencia renal y
oliguria, que puede durar de 3 a 10 dias.

e Puede asociarse con hipertensién, edema
pulmonar y sintomas oculares.

Fase Diurética

e Rapida eliminacién del edema pulmonar
yla resolucion del shock y 1a fiebre.
e Diuresis espontanea.

Fase de Convalecencia

Fase de Convalecencia

e Duracion hasta 2 meses.

e Recuperacién completa para la mayoria de los
pacientes.

e Se puede experimentar trastornos visuales,
hipoacusia, debilidad muscular extrema y
persistencia de miocarditis.

e Duracion hasta 2 meses.

e Recuperacién completa para la mayoria
de los pacientes.

e Se puede experimentar trastornos
visuales, hipoacusia, debilidad muscular
extrema y persistencia de miocarditis.
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10.6.1.5. DEFINICION DE CASO Y DIAGNOSTICO. La identificacién temprana del caso

es crucial para mejorar las posibilidades de supervivencia mediante la aplicacién opor-

tuna de medidas de apoyo. Por lo tanto, la deteccion debe realizarse preferentemente en la
fase prodromica de la enfermedad.

Se debe considerar la infeccién por hantavirus en cualquier paciente que presente fiebre

> 38°C de origen desconocido, acompaniada de mialgias, escalofrios, astenia, cefalea o dolor

abdominal, especialmente si ha tenido contacto con roedores silvestres en las 6 semanas an-
teriores al inicio de los sintomas. En areas endémicas, se debe considerar la infeccién por
hantavirus en cualquier paciente con un sindrome febril inespecifico.

Ante un caso sospechoso, al mismo tiempo que se notifica el caso se debe proceder a

la toma de muestras para el diagndstico de laboratorio, incluyendo un hemograma. Se

solicitard una radiografia de térax como apoyo al diagnoéstico y andlisis de orina en caso
de sospecha de sindrome renal.

Ante el caso de un paciente con hematocrito elevado, trombocitopenia, leucocitosis con

desviacion a la izquierda, presencia de linfocitos atipicos, infiltrados pulmonares, satu-

racion de oxigeno < 90% y/o proteinuria, albuminuria, hematuria y cilindros hemdticos
yleucocitarios se procede a la confirmacién del caso mediante el diagnoéstico virologico
por:

- Deteccion del ARN viral en suero/codgulo: estin basados en reacciones de RT-qPCR,y
permiten detectar el genoma viral entre los 7-10 dias luego de la apariciéon de sinto-
mas (fase prodrémica/febril) cuando la viremia es alta. El producto de amplificacién
puede secuenciarse para identificar el hantavirus involucrado por analisis filogené-
ticos.

- Deteccion de Acs IgM o seroconversion de Acs IgG: estos ensayos EIA suelen utilizar 3
antigenos de hantavirus (Gn, Gec y N) que son los que pueden inducir altos titulos de
Acs IgM especificos en el paciente y ser detectables desde el inicio de los sintomas.

Entre los 3y 6 meses, los titulos de Acs IgM especificos declinan y aparecen los Acs IgG
especificos que permanecen elevados por afios y persisten de por vida.
La HFRS y el HCPS deben diferenciarse, especialmente en la fase prodrémica, de otras
enfermedades febriles presentes en la zona geogréfica. Estas incluyen leptospirosis,
neumonias atipicas con infiltrados bilaterales, sepsis con sindrome de dificultad respi-
ratoria aguda, endocarditis con edema pulmonar e influenza. La fiebre y la trombocito-
penia pueden ser causadas por una variedad de infecciones como el dengue, el sindrome
de fiebre grave con trombocitopenia (SFTS), otros arbovirus, septicemia y rickettsias.
Las infecciones por hantavirus pueden simular un abdomen agudo u otras enfermeda-
des febriles gastrointestinales como la fiebre tifoidea. En mujeres embarazadas, el do-
lor abdominal, los problemas urinarios, la hipertensién y el bajo recuento de plaquetas
que pueden estar presentes en las infecciones por hantavirus deben diferenciarse del
sindrome HELLP (hemolisis, elevacién de enzimas hepéticas, trombocitopenia) y otras
complicaciones del embarazo.

181



Claudia Elena, Maria Rosa Marano, German R. Perez

10.6.1.6. TRATAMIENTO Y PREVENCION. El tratamiento se enfoca en el mane-
jo efectivo del shock y la insuficiencia pulmonar y/o renal. En presencia de insu-
ficiencia renal, es crucial iniciar dialisis rdpida para manejar adecuadamente la
acumulacién de toxinas y el desequilibrio de liquidos.

Una hidratacién inadecuada puede agravar el edema pulmonar. La hipertensién
debe ser controlada rigurosamente para prevenir hemorragias intracraneanas.
La administracién temprana (primeros 4 dias de la enfermedad) de Ribavirina
intravenosa ha demostrado ser eficaz en reducir la morbilidad y mortalidad.
Teniendo en cuenta el modo de transmisién de infeccién por hantavirus por
inhalaci6én de aerosoles provenientes de las heces, orina y saliva de roedores in-
fectados, las medidas tendientes a evitar el contacto del ser humano con los
roedores y sus excretas han demostrado ser las mas eficaces. Se deben extre-
mar las medidas de control tendientes a minimizar el riesgo de infestacién por
roedores, tanto en las viviendas como en los ambientes de trabajo y evitar el
contacto de las personas con el reservorio y los ambientes contaminados por
sus excretas. Las medidas deben ser reforzadas en inmuebles ubicados en la in-
terfase de areas rurales y silvestres.

10.6.2. ARENAVIRUS (MAMMARENAVIRUS)

Los arenavirus son virus envueltos pleomoérficos (80 a 150 nm) con apariencia

granulosa o “arenosa”’ en microscopia electrénica la cual se deberia a ribosomas

atrapados en el virién derivados del hospedador. Esto llevo al nombre de la fa-
milia (latin arenosus: arenoso). Los mammarenavirus tienen genomas ARN bi-
segmentados, y cada segmento codifica 2 proteinas en orientaciones opuestas

(ambisentido):

- segmento S codifica la proteina de la nucleocipside (NP) y el complejo de la
glicoproteina (GPC). GPC es cortado por proteasas celulares en 3 subunida-
des (GP1, GP2 y un péptido sefial estable: SSP), que permanecen unidas para
formar el complejo de glicoproteina madura (GPC). GP2 esta involucrada en
la fusién viral y es crucial para la entrada en las células hospedadoras.

- segmento L codifica la RARP (L) y una proteina de unién a zinc o matriz (Z).
Los marcos de lectura abiertos en cada segmento estan separados por una
regién intergénica no codificante que se predice que se pliega en estructuras
de tallo-bucle.

10.6.2.1. HOSPEDEROS Y TRANSMISION AL HUMANO. Los arenavirus son
un grupo de virus que causan infecciones cronicas en roedores nativos de Euro-
pa, Africa, América, y posiblemente otros continentes. Estos roedores portan el
virus de manera crénicay asintomatica, eliminandolo a través de la saliva, orina
y sangre. La transmision entre roedores ocurre tanto horizontalmente (entre roedo-
res de la misma generacioén) como verticalmente (de madres a crias).

Los seres humanos adquieren la enfermedad principalmente por la inhalacién
de aerosoles provenientes de las excretas de roedores infectados, que es la via
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mas comun de transmisién. También puede ocurrir al entrar en contacto con estas
excretas a través de pequeias excoriaciones en la piel o mucosas, o entre personas
a través del contacto directo con secreciones de personas infectadas, especialmente
durante la fase hemorragica de la enfermedad. La transmisién de persona a persona
es poco comiin. Las infecciones en humanos pueden desencadenar enfermedades
graves como fiebres hemorragicas.

10.6.2.2. CLASIFICACION Y EPIDEMIOLOGIA. Se distinguen 2 complejos de

arenavirus segiin la clasificacion serologica y la distribucién geogréafica, respalda-

dos a nivel filogenético:

- arenavirus del viejo mundo (AOW) se encuentran en roedores africanos de la fa-
milia Muridae y en roedores asidticos de diversas especies de Rattus y Mus, asi
como en musarafas (Suncus murinus). Dentro de este complejo se encuentran:

- virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV), frecuentemente usado para
estudiar respuestas inmunitarias antivirales, esta distribuido en todo el
mundo en ratones comunes (Mus spp.), y puede provocar una enfermedad
leve en personas inmunocompetentes.

- virus Lassa (LASV), responsable de causar fiebres hemorragicas severas en
humanos, se distinguen 4 linajes establecidos que estdn ampliamente dis-
tribuidos en Africa Occidental, con 3 linajes adicionales propuestos que han
surgido recientemente.

- arenavirus del nuevo mundo (ANW) infectan roedores de la familia Cricetidae,
con la excepcién del virus Tacaribe que infecta murciélagos Artibeus. Las distin-
tas especies forman 4 clados bien definidos:

- losclados A, By C estan distribuidos en América Latina y el Caribe, y se man-
tienen en roedores de la subfamilia Sigmodontinae.

- elclado D se han encontrado en América del Norte y se mantienen en roedo-
res reservorios de la subfamilia Neotominae de la familia Cricetidae.

Este complejo incluye miembros altamente patégenos que causan fiebres hemorra-

gicas en América del Sur, como el virus Junin (JUNV) en Argentina, el virus Ma-

chupo (MACV)y el virus Chapare (CHAPV) en Bolivia, el virus Guanarito (GTOV)
en Venezuela y el virus Sabia (SABV) en Brasil.

FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA

El JUNV, causante de la fiebre hemorrdgica argentina (FHA), conocida localmente
como mal de los rastrojos o mal de O’Higgins, es endémico en las zonas agricolas del
norte-centro de Argentina. El principal reservorio del JUNV es el roedor Calomys
musculinus, que presenta alta densidad en los campos de cultivo, junto con Calomys
laucha y Akodon azarae. Durante la década de 1950, las précticas agricolas inten-
sivas favorecieron la expansién descontrolada de estos roedores, 1o que coincidid
con los primeros brotes de FHA. Inicialmente, el area afectada por la enfermedad
cubria menos de 16.000 km? en el noroeste de la provincia de Buenos Aires, con
una poblacién en riesgo estimada en 270.000 habitantes. Con el paso de los afios,
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el area endémica se expandi6 a aproximadamente 150.000 km? abarcando una

poblacién en riesgo estimada en 5.000.000 de habitantes. Esta area incluye el

noroeste de la provincia de Buenos Aires, el sureste de la provincia de Cérdoba,
el sur de la provincia de Santa Fe y el noreste de la provincia de La Pampa.

Los brotes de FHA han sido influenciados por cambios en la gestién de culti-

vos, un aumento en la poblacién de roedores y una mayor exposicién humana a

estos reservorios. Las areas agricolas de Buenos Aires, especialmente donde se

cultivan maiz, sojay girasol, han experimentado ciclos de poblacién de roedores
que contribuyen a los brotes.

La epidemiologia de FHA revela una serie de patrones significativos en su in-

cidencia y distribucién. La enfermedad afecta a los hombres cuatro veces mas

que a las mujeres, debido a la mayor exposicién ocupacional a los reservorios de
roedores. Es notablemente mas prevalente en areas rurales en comparacién con
las urbanas.

Se distinguen distintos escenarios de transmisién de la FHA:

- Escenario Clasico: incluye el drea endémica tradicional, coincidiendo geogra-
ficamente con la zona ntcleo del complejo agroindustrial cerealero de expor-
tacién del pais, en donde, el lugar de residencia y el de contagio se encuen-
tran dentro de este territorio.

- Escenario Emergente: los afectados residen y se contagian fuera del area
endémica sin haber viajado en las 3 semanas previas a enfermar. Estas areas
representan nuevos focos de transmisién.

- Escenario Reemergente: son areas histéricas de transmisién donde no se
habian notificado casos en los tltimos 10 afios, pero donde la enfermedad
ha vuelto a surgir.

- Escenario Viajero: describe los casos de individuos que han transitado por
zonas clasicas o emergentes-reemergentes pero no residen en ellas. Aqui se
incluyen tanto viajeros como trabajadores que migran estacionalmente o
transitan de manera eventual para desempeiiar labores vinculadas al com-
plejo agroindustrial.

10.6.3.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA FH. La FHA es una enfermedad
viral aguda grave, con un periodo de incubacién de 1 a 2 semanas y un inicio
insidioso. Aunque todas las fiebres hemorragicas virales tienen un comienzo
similar, la interaccion especifica entre el virus y el hospedador determina la evo-
lucién de la enfermedad. La respuesta inmune del hospedador es clave para con-
trolar la infeccién. Aunque el mecanismo exacto de la hemorragia y el aumento
de la permeabilidad vascular no se comprende del todo, se ha observado que el
virus puede invadir directamente el endotelio vascular. La secrecién de citoqui-
nas por los macréfagos podria contribuir a los cambios circulatorios asociados
a un peor pronostico.

Los sintomas iniciales incluyen fiebre, decaimiento, pérdida de apetitoy cefalea,
acomparfados de mialgias, lumbalgias, dolor retroocular, mareos, epigastralgia,

184



Capitulo X
VIRUS DE IMPORTANCIA REGIONAL

nauseas y vomitos. En algunos casos, se presentan sangrados leves como epistaxis
y gingivorragias. No se observan manifestaciones catarrales ni signos broncopul-
monares. Durante la 1° semana, son comunes el enrojecimiento facial, erupciones
cutdneasy petequias, ademas de sintomas oculares como inyeccién conjuntival y
edema periorbitario. También pueden presentarse bradicardia relativa, hipoten-
sion postural y sintomas neurolégicos como irritabilidad, somnolencia, temblor
fino y ataxia moderada. No se observan hepatomegalia ni esplenomegalia.
Durante la 2° semana de la enfermedad, se observa una mejoria en el 70-80% de los
pacientes. Sin embargo, en el 20-30% restante, pueden aparecer manifestaciones
hemorragicas o neuroldgicas severas, shock o complicaciones bacterianas.

Se distinguen 3 formas clinicas de la enfermedad: leve, comtin y grave, con esta tilti-
ma subdividida en formas hemorragicas, neurologicas o mixtas.

La convalecencia es prolongada, durando entre 1y 2 meses. Durante este periodo,
los pacientes pueden experimentar astenia, hipoacusia, trastornos de la memoria,
irritabilidad y pérdida transitoria del cabello.

La mortalidad por FHA sin tratamiento es del 20-30%. Sin embargo, con un trata-
miento adecuado, como la administracién de plasma de convaleciente dentro de los
primeros 8 dias desde el inicio de los sintomas, 1a mortalidad se reduce al 1%.

10.6.3.2. DIAGNOSTICO, TRATAMIENTO Y PREVENCION. La FHA es una enfer-
medad de denuncia obligatoria y de notificaciéon inmediata al SISA ante caso sospe-
choso. E1JUNV puede ser dificil de diagnosticar precozmente debido a la similitud de
sus sintomas con otras enfermedades febriles.
Se debe considerar como caso sospechoso de infeccién por JUNV: paciente con sindro-
me febril inespecifico dentro del drea endémica o con visita a la misma en las 3 semanas
previas. Se debe solicitar Hemograma con plaquetas, Eritrosedimentacién y Anéali-
sis de orina.
Durante la 1° semana de infeccién, se observa una progresiva leucopenia y trom-
bocitopenia, pudiéndose encontrar proteinuria, hematuria y sedimento urinario
con cristales hialinos y granulares, asi como glébulos rojos. Ante un CASO SOSPE-
CHOSO (leucocitos < 4.000/mm? y plaquetas < 100.000/mm?) o CASO PROBABLE
(leucocitos < 2.500/mm?®y plaquetas < 100.000/mm?) se debe administrar plasma
inmune (3.500 UT/Kg) dentro de los 8 dias de iniciada la enfermedad lo que dismi-
nuye la letalidad del 30% al 1%.
La confirmacién del diagnoéstico mediante estudios virol6gicos se realiza en Labora-
torios de Referencia y pretende lograr 2 objetivos:
- Confirmar o descartar el diagnéstico de FHA en todos los casos notificados.
- Generar informacién sobre las personas que tienen Acs a-JUNV para incluirlos
como potenciales donantes de plasma inmune para el tratamiento.
La deteccion de Acs IgM e IgG a-JUNV mediante EIA son titiles para confirmar in-
fecciones recientes como pasadas. Sin embargo, la interpretacién de los resultados
puede ser complicada debido a la persistencia a largo plazo de los Acs IgG en indi-
viduos que han sido previamente infectados. Esto puede generar dificultades en la
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diferenciacién entre infecciones actuales y pasadas. Se recomienda el uso de
muestras pareadas de suero para demostrar seroconversiéon: una 1° muestra toma-
da durante el periodo agudo (antes de la transfusién de plasma inmune) y una 2°
muestra en la fase de convalecencia (entre 30 y 60 dias después).
La deteccién del ARN-JUNV por métodos de RT-qPCR es el método mas eficien-
te para detectar el virus en etapas tempranas. Sin embargo, una prueba negativa
no descarta el diagndstico, y el tratamiento debe basarse en la evaluacién clinica
temprana. Otra opcion es el aislamiento viral por cultivo en un laboratorio con
nivel 3 de bioseguridad.
La principal medida preventiva para la FHA es la vacunacion de la poblacion del
drea endémica de esta enfermedad. Candid#1 es una vacuna a virus vivo atenua-
do y altamente eficaz que se aplica en una tinica dosis y forma parte del Progra-
ma Nacional de Inmunizaciones desde el afio 2007. Su desarrollo es el resultado
de un proyecto internacional que involucré al Ministerio de Salud de la Nacién,
al Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH-ANLIS), a la
OPS vy al United States Army Medical Research Institute of Infectious Diseases. La
inmunogenecidad de la vacuna Candid# 1 fue superior al 95%, medida por de-
teccién de Acs neutralizantes. Los Acs vacunales se detectan a partir del dia 15
alavacunaciény para el dia 60, mas del 90% de los receptores ya habra desarro-
llado su respuesta inmune. Aunque la introduccién de la vacuna viva atenuada
Candid#] en la década de 1990 ha reducido drasticamente el ntimero de casos,
la FHA no esta erradicada. En 2018, se reportaron solo 13 casos confirmados,
frente a los 400-500 casos anuales registrados antes de 1992. A pesar de la dis-
minucién de casos, se han reportado infecciones recientes en Cérdoba en julio
de 2022, lo que subraya la necesidad de mantener estrictas medidas de control.
Las condiciones que deben reunir las personas que deseen vacunarse son:
- residir o desarrollar actividades en las localidades de las 4 provincias donde
se han presentado casos de FHA en los tiltimos aios.
- hombres y mujeres mayores de 15 afios (no deben estar embarazadas o ama-
mantando).
- no haberrecibido vacuna Candid#1 anteriormente ni otras vacunas y/o gam-
maglobulinas en el mes previo ni recibirlas en el mes posterior.
- mno presentar cuadros agudos o crénicos descompensados, ni estar recibien-
do corticoides sistémicos o presentar cuadros de inmunosupresion.
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11.1. CLASIFICACION DE LOS AGENTES CARCINOGENOS

La International Agency for Research on Cancer (IARC), dependencia de la OMS, desarrolla
monografias en las cuales se clasifican diversos agentes de acuerdo con su potencial car-
cinbégeno para los seres humanosylos animales. Un agente es definido como carcindgeno
si produce un incremento en la incidencia de neoplasias malignas, ya sea reduciendo su
tiempo de latencia o incrementando su gravedad o su capacidad de multiplicacién.

La IARC clasifica en 4 grupos a los compuestos o factores fisicos, basindose en pruebas
cientificas existentes sobre carcinogénesis:

- Grupo 1 - carcindgeno para el ser humano: hay pruebas suficientes que confir-
man que puede causar cancer a los seres humanos.

- Grupo 2A - probablemente carcindgeno para el ser humano: hay pruebas sufi-
cientes de que puede causar cancer a los seres humanos, pero actualmente no
son concluyentes.

- Grupo 2B- posiblemente carcindgeno para el ser humano: hay algunas pruebas de
que puede causar cancer a los seres humanos, pero de momento estan lejos de
ser concluyentes.

- Grupo 3 - no puede ser clasificado respecto a su carcinogenicidad para el ser hu-
mano: actualmente no hay ninguna prueba de que cause cancer a los seres hu-
manos.

- Grupo 4 - probablemente no carcinégeno para el ser humano: hay pruebas sufi-
cientes de que no causa cancer a los seres humanos.

Segln el IARC, aproximadamente el 12% (2.300.000 casos nuevos) de los canceres
mundiales en 2020 fueron atribuibles a agentes infecciosos que incluyen bacterias, vi-
Tus y parasitos, con una distribucién geografica diferente entre los paises de ingresos
bajos y altos. Tras los hallazgos epidemiol6gicos y bioldgicos, 1a IARC clasific6 como
agentes bioldgicos del Grupo 1 a los siguientes virus:

- virus de la hepatitis B (HBV)

- virus de la hepatitis C (HCV)

- virus del papiloma humano de alto riesgo (HPV-AR) — varios tipos.

- virus de Epstein-Barr (EBV)

- herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8)

- virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1)

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) se incluye también en el
Grupo 1 por tener un papel cancerigeno indirecto, debido al mayor riesgo de cancer
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como consecuencia de la supresiéon inmunitaria inducida por el virus en personas infec-
tadas.

Cabe destacar que, en 2018, cerca del 64% de los canceres atribuibles a infecciones estaban
relacionados con virus: HPV, HBV, HCV y EBV.

Los virus oncogénicos humanos del Grupo 1, a pesar de sus diferencias biolégicas y es-
tructurales, comparten rasgos comunes:

- son una causa necesaria para el desarrollo del cancer, pero no la Gnica.

- establecen infecciones persistentes y han desarrollado estrategias para evadir las
respuestas inmunitarias del hospedero, que son cruciales para eliminar las infec-
ciones virales. Algunos surgen predominantemente en el contexto de inmuno-
supresion del hospedero, inflamacién créonica o antecedentes genéticos del hos-
pedero.

11.2. VIRUS ONCOGENICOS CON GENOMA ARN
Los virus oncogénicos con genoma ARN inducen la transformacién celular y la inmortal-
izaci6n a través de diferentes mecanismos. En el caso de los retrovirus animales:

- suelen portar oncogenes de origen celular o interfieren con los oncogenes celulares.

- pueden promover la transformacién celular expresando proteinas accesorias ca-
paces de activar genes celulares que promueven la proliferacién o previenen la ap-
optosis.

Se distinguen 3 mecanismos de oncogénesis por retrovirus:

- transduccion de oncogenes: donde los retrovirus pueden capturar secuencias ce-
lulares e incorporarlas a sus genomas que luego se expresan como oncogenes vi-
rales en otras células. Aqui, la poliadenilacién del genoma viral es ineficiente, lo
que permite que las secuencias celulares se empaqueten en viriones. Durante la
transcripcién inversa, estas secuencias se pueden incorporar al genoma viral. Este
mecanismo no ha sido descripto en seres humanos.

- cis-activacion: donde los retrovirus que actiian en cis pueden activar los oncogenes
mediante mutagénesis insercional (proceso en el que el ADN viral se integra cerca
de un protooncogén de la célula hospedera). Este proceso es lento y requiere una
extensa replicacién e integracién viral. La integracién retroviral (provirus) puede
estimular la actividad del oncogén mediante la insercién de un promotor o causar
translocaciones cromosémicas, que pueden conducir a la transformacién celular.

- trans-activacion: donde los retrovirus transportan elementos (genes que codifi-
can proteinas) que activan genes celulares (que promueven el crecimiento y la su-
pervivencia celular), desregula el ciclo celular (que puede provocar inestabilidad
gendmica e inmortalizacién celular), interrumpe la apoptosis (que puede provocar
la supervivencia y la proliferacién celular) y/o induce inestabilidad genémica.

Entre los retrovirus, el HTLV-1 es el inico virus oncogénico para los humanos y esta im-
plicado en el desarrollo de la leucemia/linfoma de células T del adulto (LLTA). Si bien el
mecanismo preciso detras de la patogénesis alin no esta claro, las proteinas virales tax y
HBZ juegan un rol importante en la tumorogénesis:
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- proteina tax: activa vias de sefializaciéon celular, induce la produccién de citocinas
proinflamatorias, participa en el inicio de la transformacién neoplasica, etc.

- proteina HBZ: promueve la proliferacién de células T, induce la produccién de
CCL21y CCR4 en células infectadas, desempefia un papel en el mantenimiento
de las células leucémicas, regula la transcripcién 5UTR del HTLV-], etc.

A diferencia del HTLV-1, el HCV ejerce indirectamente su efecto oncogénico causando
principalmente inflamacion, fibrosis y cirrosis, con un riesgo significativamente mayor de
desarrollar hepatocarcinoma.

11.3. VIRUS ONCOGENICOS CON GENOMA ADN

Los virus oncogénicos de genoma ADN poseen proteinas virales necesarias para la replica-
cién viral que puede interferir y perturbar vias celulares cruciales, lo que puede conducir al
desarrollo del cancer. Estas proteinas virales con actividad transformadora (oncoproteinas)
pueden afectar a proteinas celulares cuya actividad supresora de tumores es esencial para
prevenir la transformacién celular.

A continuacién se describen los virus con genoma de ADN oncogénicos mas relevantes y
sus mecanismos carcinogenéticos asociados:

- EBV fue el primer virus oncogénico descripto (1964) por cientificos britdnicos quie-
nes encontraron particulas virales en células tumorales cultivadas derivadas de un
cancer linfatico de Burkitt. EBV activa distintas vias de sefializacién por accién de
sus proteinas. LMP1 es una de las principales oncoproteinas virales que imitan la
via de sefializacién del receptor CD40, siendo esencial para la transformacién de
células B a través de la activacién de multiples vias celulares, como las cascadas
NF-xB, INKy p38. LMP2A acttia como un homologo funcional del receptor de célu-
las B (BCR) promoviendo la supervivencia de las células B y siendo absolutamen-
te necesaria para la transformacion del crecimiento de las células B derivadas del
centro germinal del ganglio que son negativas al BCR. A diferencia de la LMP], la
LMP2A no causa ningin efecto adverso en la maduracién de las células B a través
de la activaciéon de la vigilancia inmunitaria.

- HHV-8, también conocido como Herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV),
es el agente causal de varias neoplasias: sarcoma de Kaposi (KS), linfoma de derra-
me primario (PEL) y enfermedad de Castleman multicéntrica (MCD). Los oncoge-
nes virales desempefian un papel central en la infeccién y la oncogenicidad. KSHV
puede codificar oncoproteinas virales durante su fase de latencia (LANA, vCyclin y
vFLIP) y durante su fase litica (VGPCR, vBcl-2, VIL-6, VIRF 1/VIRF 3, K1, K15 y vPK).

- HBV, al igual que HCV, actia principalmente a través de un mecanismo carcino-
génico indirecto al inducir inflamacién créonica y dafio hepéatico. Sin embargo, HBV
también expresa proteinas con actividad transformadora, como la proteina HBx,
que contribuye a su persistencia y pueden aumentar atin més el riesgo de desarro-
llar hepatocarcinoma.

- HPV: La asociaciéon entre ciertos genotipos de HPV y canceres humanos fue des-
cubierta hace unos 40 afios por Harald zur Hausen quien recibi6 el Premio Nobel
de Medicina en 2008. Los HPV son virus sin envoltura con una capside icosaédrica
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que encierra un genoma de ADN bicatenario y pertenecen a la familia Papillomavi-

ridae. Se han identificado filogenéticamente mas de 200 genotipos segiin la secuen-

cia nucleotidica del gen L1 que codifica para la proteina de la capside principal. El
genoma prototipo del HPV16 consta de:

- una region temprana (E) que codifica proteinas reguladoras (E6, E7, E1, E2, E4 y E5)
que estan involucradas en la oncogénesis viral, la transcripcion, la replicaciéon y la
liberacién del virién.

- una region tardia (L) que codifica las proteinas estructurales principales (L1) y se-
cundarias (L2) de la capside viral.

- unaregion de control larga o region reguladora ascendente (URR).

- una regiéon no codificante que contiene todos los elementos reguladores para la
transcripciéon y el origen de la replicacién viral.

Los HPV son virus heterogéneos que muestran un tropismo distinto por los epitelios:

- HPV cutaneotropicos: forman parte de la flora normal de la piel, se transmiten por
contacto casual piel a piel con una persona infectada o al compartir un objeto: La
mayoria de las infecciones se resuelven espontaneamente en 1a 2 afios; se asocian
a Cancer de Piel No Melanoma en un grupo particular de individuos.

- HPVmucosotropicos: infectan las superficies htimedas del cuerpo, como el cuello
uterino, la vagina, 1a vulva, el pene, el ano, la boca y 1a garganta. Se transmiten por
las relaciones sexuales vaginales, anales u orales, por contacto intimo entre mu-
cosas. Se clasifican en 2 grandes grupos:

- HPV de bajo riesgo oncogénico (HPV-BR): rara vez causan cancer (se encuentran en
el Grupo 3 de la clasificacién de la IARC), aunque algunos tipos pueden causar
verrugas en genitales, ano, boca o garganta o en la zona circundante. Los mas pre-
valentes son HPV6 y HPV11.

- HPV de alto riesgo oncogénico (HPV-AR): causan varios tipos de cancer (se encuen-
tran en el Grupo 1 de la clasificacién de la IARC). Se reconocen 12 tipos de HPV-
AR: HPV16, HPV18, HPV3l1, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56,
HPV58 y HPV59. Los més prevalentes son HPV16 y HPVIS.

Las proteinas tempranas E6 y E7 de los HPV-AR han sido reconocidas como oncoproteinas ya
que desempeifian un papel clave en la promocién de la carcinogénesis al dirigirse e inacti-
var proteinas celulares esenciales.

p53 es un factor de transcripcién que desempeiia un papel fundamental en la prevenciéon
de la carcinogénesis mediante la activacién de las respuestas al dafio del ADN, la deten-
cion del ciclo celular y la apoptosis. La oncoproteina E6 de los HPV-AR se une a la p53 a través
de la proteina E6AP (proteina asociada a E6) ocasionando la ubiquitinacién de p53y conse-
cuentemente degradadola a través de la via del proteasoma. Esto determina una pérdida
dela actividad supresora tumoral con la consiguiente alteracién de las vias celulares y una
progresién hacia un fenotipo maligno de las células infectadas.

La oncoproteina E7 es una fosfoproteina 4cida que se une a la proteina supresora de tumo-
res pRb, 1a cual tiene un papel central en el control del ciclo celular a través de la regula-
ci6n negativa de la transiciéon de G1 a S durante la divisién del ciclo celular. En las células
infectadas por HPV-AR, la interaccién E7-pRb conduce a la degradacién de pRb a través de
lavia ubiquitina-proteasoma. Esto posteriormente activa los factores de transcripcién E2F
con la progresion a la fase S del ciclo celular, 1a desregulacion de 1a proliferacién celularyla
expresion de factores pro-proliferativos.
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En general, la caracteristica principal de los canceres asociados a HPV es la expresién con-
tinua de E6 v E7, que es necesaria para el establecimiento y mantenimiento del fenotipo
maligno. Para que esto suceda, es esencial que exista una infeccion persistente por HPV.

Casi todos los casos de carcinomas de células escamosas de cuello uterino (CCU) y anal
son atribuibles a los HPV, mientras que la fraccién informada de canceres de vulva y pene
relacionados con el HPV es menor. A nivel mundial, los HPV-AR son responsables de apro-
ximadamente el 4,5% de los canceres humanos.

La infeccién por HPV-AR es una de las infecciones de transmisién sexual méas prevalen-
tes en todo el mundo, y la mayoria de las infecciones (70% a 90%) se eliminan por la res-
puesta inmunitaria del hospedero en un plazo de 1a 2 afios. La mayoria de las infecciones
son asintomaticas o pueden dar lugar al desarrollo de lesiones transitorias (LSIL: lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado), que son eliminadas radpidamente por el sistema in-
munitario. En una minoria de los casos (hasta el 10%) esto no ocurre y la infeccién puede
volverse persistente lo que conduce al desarrollo de lesiones premalignas (HSIL: lesion in-
traepitelial escamosa de alto grado). Estas HSIL pueden luego retroceder o progresar hacia
un carcinoma invasivo (Figura 37).

La persistencia del HPV puede conducir a la integracién accidental del ADN-HPV en el
genoma celular, lo cual puede determinar la pérdida de algunos genes virales (por ejemplo,
Ely E2). E2 es un represor transcripcional de E6 y E7,y su pérdida por disrupcién del gen al
integrarse el virus, conduce a la desregulacién de E6 y E7 promoviendo la carcinogénesis.
Por otro lado, la pérdida de E1 podria dar una ventaja de crecimiento selectivo y promover
la expansién clonal. Las tasas de integracién genémica del HPV aumentan con la gravedad
de las lesiones cervicales, siendo superiores al 80% en el CCU. Se ha descubierto que HPV-
18 esta integrado en el 100% de los casos.
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Figura 37. Progresion del cancer cérvico uterino. Adaptado de O’'Leary, 2018
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La principal estrategia de prevencién del CCU es la vacunacién. Las vacunas profilacticas
consisten en la proteina L1 recombinante autoensamblada en VLPs libres de genoma que
inducen Acs neutralizantes séricos:

- Cervarix® (GlaxoSmithKline): vacuna bivalente dirigida a HPV16 y HPV18.

- Gardasil® (Merck & Co): vacuna tetravalente contra HPV6, HPV1l, HPV16 y

HPV18.
- Gardasil 9° (Merck & Co): vacuna nonavalente que se dirige a 9 genotipos: HPV6,
HPV11, HPV16, HPV18, HPV3l, HPV33, HPV45, HPV52y HPVS8.

Todas ellas resultaron eficaces para reducir las infecciones virales anogenitales, asi como
las lesiones premalignas y malignas.
Ademas de la vacunacioén, para reducir la incidencia del CCU es necesaria una estrategia
de prevencién secundaria que consiste en programas de cribado basados en una prueba de
ADN-HPV-AR, citologia cervical (prueba de Papanicolau: identifica células anormales entre
las células exfoliadas del cuello uterino) y un triaje de mujeres que han dado ADN-HPV-AR
positivo para identificar y tratar las lesiones cervicales.
Las directrices actuales recomiendan como prueba primaria la deteccion del ADN-HPV-AR
por ensayos moleculares debido a la alta sensibilidad para identificar a las mujeres en ries-
go de desarrollar lesiones cervicales de alto grado (HLSIL o >CIN2+) y CCU.
A diferencia del CCU, no existen pautas internacionales bien definidas para la deteccién
del cAncer anal, de pene y de cabeza y cuello asociados a infeccién por HPV-AR.
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