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RESUMEN

Los virus son agentes microscopicos con actividad parasitaria, es decir no pueden
vivir sin un hospedero, donde se han encontrado mas de 2000 especies hasta la actualidad,
aumentando constantemente. Estos se componen principalmente de material genético
envuelto en proteinas que forman la cdpside, donde ademas algunos pueden estar compuestos
por estructuras mas complejas. Su rol en enfermedades tanto en humanos como en otras
especies y en distintas areas de la ciencia ha permitido una constante evolucion de los
métodos de diagndstico. La deteccidn y cuantificacion especifica de material genético en una
muestra bioldgica ha mostrado un significativo impacto en todas las areas de la salud, entre
ellas el diagnostico de enfermedades infecciosas.

Actualmente existen diversas técnicas que permiten detectar agentes virales
clasificindose como métodos indirectos donde se encuentran técnicas inmunoldgicas por
deteccion de anticuerpos como el caso de los test rapidos para la deteccién del SARS-CoV-
2 y meétodos directos como la inmunofluorescencia directa, microscopia electronica,
espectrometria de masas, técnicas inmunoldgicas por deteccion de antigenos y técnicas de
biologia molecular tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con todas sus
variantes como la RT-PCR, g-PCR, PCR in situ, otras, donde la RT-PCR en tiempo real ha
sido clave en el diagndstico viral del SARS-CoV-2. Estas técnicas se caracterizan por tener
un alto grado de sensibilidad frente a distintos virus responsables de multiples patologias en
el ser humano y otros seres vivos, sin embargo, presenta desventajas entre ella su elevado
costo y el requerimiento de personal capacitado para su funcionamiento. Durante los afios se
han mejorado estas técnicas, siendo mas econdémicas, mas rapidas, y mas fiables en términos

de sensibilidad y especifidad.

A nivel mundial los virus provocan millones de muertes de personas en el mundo
producto de enfermedades como la hepatitis o el VIH. Hoy en dia se vive una pandemia
producto del virus SARS-CoV-2 en el cual es de suma importancia su diagndstico temprano

y oportuno, por ello, los métodos moleculares juegan un rol importante en el diagndstico



clinico de infecciones virales ya que supera en términos de sensibilidad y especifidad a los

métodos clasicos de diagndstico.

Palabras claves: Virus, biologia molecular, diagndstico viral, diagnostico molecular.



INTRODUCCION

Los virus han convivido con los humanos durante toda su existencia, su rol en el
ecosistema se fundamenta en su funcidon regulatoria de la vida principalmente por su accion
parasitaria, ademas de su capacidad de ejecutar la transferencia horizontal de genes entre
bacterias. Debido a sus ciclos replicativos, estos pueden provocar distintas patologias y
enfermedades e incluso en algunos casos provoca la muerte del individuo infectado, siendo

este de origen animal, vegetal o bacteriano.

Hoy en dia se han investigado y reconocido miles de tipos de virus existentes en
nuestro planeta, donde la gran minoria afectan al ser humano, pero gque sin embargo, pueden
ser agentes causales desde infecciones leves, como los resfriados comunes producto
frecuentemente de agentes virales provenientes del género Rhinovirus, hasta grandes
complicaciones, como la fiebre hemorrégica producida por el virus del ébola o la pandemia
actualmente conocida producto del virus SARS-CoV-2 que produce la enfermedad COVID-
19. Gracias a los avances cientificos se han estudiado de mejor forma a estos agentes
parasitarios con el objetivo de no s6lo combatir distintas infecciones producidas de forma
natural por algunos virus como el VIH, virus la influenza HIN1 o los distintos virus que
pueden provocar hepatitis, donde cabe destacar que generan un gran impacto en la salud
publica y privada, sino que también, los virus han ido utilizados como tratamiento para
distintas patologias incluidas algunos tipos de cancer o infecciones bacterianas, a través de
distintos métodos clinicos que los incluyen, entre ellos la fagoterapia.

El diagnostico preciso de infecciones virales mejora la capacidad del médico tratante
para tomar decisiones sobre el tratamiento apropiado de los pacientes, también evaluar la
progresion de la enfermedad y prevenir el uso indebido de antibiéticos. Ademas, permite la
implementacién del control de infecciones y el seguimiento del éxito de los tratamientos
antivirales que pueden afectar el prondstico de los pacientes. Los datos epidemioldgicos
recopilados a través de diagnosticos precisos juegan un papel importante en la salud publica
mediante la identificacion y el control de los brotes, la implementacion de pruebas de



diagnostico, programas de vacunacién y tratamiento, sino también para reconocer patégenos

comunes y emergentes.

Las técnicas moleculares han revolucionado el diagnostico viral durante el Gltimo
tiempo y mejoro tanto la sensibilidad como la especificidad de las pruebas y la velocidad con
la que se puede hacer un diagndstico preciso. Entre las técnicas de biologia molecular se
encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa y todas sus variantes que hoy en dia es
fundamental en el diagnostico viral del SARS-Cov-2 (variante RT-PCR especificamente),
secuenciacion masiva utilizada principalmente en epidemiologia para identificar cepas de
virus, citometria de flujo que identifica particulas viricas mediante sus caracteristicas fisica-

quimicas, entre otras técnicas.

La busqueda de nuevas herramientas de deteccion de agentes virales es indispensable
en el conocimiento de la patogenia de multiples enfermedades que gatillan en el ser humano
y otros seres vivos, ademas, permite el paso a nuevas investigaciones de uso viral en distintas
areas de la ciencia como en biomedicina, botanica, agricultura e incluso en nanotecnologia.
Por ello el presente trabajo tiene como objetivo realizar una revision bibliogréfica acerca de
los métodos de biologia molecular actualmente utilizados para la deteccién de agentes
virales, debido al rol que tienen en distintas patologias infecciosas de humanos y otros seres

Vivos, junto con su potencial en nuevos tratamientos clinicos y/o en distintas areas cientificas.



OBJETIVOS

1.0bjetivo General:

1.1 Describir los distintos métodos moleculares de diagnéstico viral

actualmente utilizados en laboratorios clinicos y de investigacion.

2.0bjetivos Especificos:

2.1 Comparar los distintos métodos de biologia molecular utilizados para el

diagndstico de virus.

2.2 Informar avances de los métodos moleculares de diagndstico viral

descritos en la literatura.
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METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA INFORMACION

La busqueda de informacién se realizd con el metabuscador ‘‘Google académico’’,
“NCBI”’, para la informacién general donde se introdujo palabras claves como deteccion
viral, biologia molecular, historia del virus, y se discrimin6 seguin fecha de publicacion

siendo esta mayor al afio 2000.

Para la busqueda de informacion de técnicas actualizadas como PCR, secuenciacion
masiva y citometria de flujo se utilizo la plataforma “‘PubMed’’ y ‘“NCBI’’, donde se
introdujo palabras claves como PCR deteccidn viral, infecciones virales, diagnéstico viral,
citometria de flujo en diagndstico viral, secuenciacion masiva en diagnostico viral, entre otras

donde se discriminé segun fecha de publicacion siendo esta mayor al afio 2010.

Se utilizaron manuales de procedimientos nacionales del MINSAL y de la OMS para la
basqueda de informacion relacionada tanto a la deteccién como transporte de las muestras y

ademas se utilizo para la verificacion de informacion de otros papers.

No hubo distincion ni restricciones de idioma, aunque gran parte de la evidencia hasta

el momento aportada y utilizada proviene de articulos cientificos y o revisiones en inglés.

11



MARCO TEORICO

1.INTRODUCCION A LOS VIRUS

1.1 Historia del descubrimiento viral.

Hace millones de afios que existen unos agentes microscopicos actualmente llamados
virus, estos son a grandes rasgos una particula de codigo genético, DNA o RNA, encapsulada
en una vesicula de proteinas (65) que han pasado desapercibido en la humanidad hasta hace
aproximadamente unos doscientos afios. De acuerdo a la historia de su descubrimiento en el
siglo XIX, se menciona a Luis Pasteur, un bacteridlogo francés, que propone su teoria
germinal de las enfermedades infecciosas, estas pueden ser causadas y transmitidas por un
germen (65). Luego en el afio 1884 Charles Chamberland invento un filtro en que el tamafio
de sus poros era menor al del tamafio de una bacteria promedio (aproximadamente 1-10um)
(46), otorgandole una herramienta al biélogo francés Dimitri Ivanovski que usé un filtro con
estas caracteristica informando que las muestras de hoja molida de la planta de tabaco que
estaba investigando seguia siendo infectada después de filtrarlas (65), demostrando que los
agentes microscépicos que infectaban el mosaico del tabaco, tenian menor tamafio que las

bacterias.

Unos afios después el microbiélogo Martinus Beijerinck de origen neerlandés repitid
los experimentos de Ivanovski observando que el agente infeccioso sélo se multiplicaba al
interior de células vivas en division, llamando a este agente contagium vivum fluidum lo que

significa que era un organismo vivo y reproductor que diferia de otros organismos (93).

Con el paso del tiempo y del avance cientifico se logré un mejor entendimiento de

estos entes bioldgicos, permitiendo asi, hace menos de 100 afios, observar por primera vez
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un virus mediante la microscopia electronica en el que junto con otros estudios se pudo
determinar su estructura morfolégica compuesta principalmente por proteinas y material

genético.

Hoy en dia se han reconocido méas de 2000 especies de virus que afectan a animales,
vegetales y bacterias, en donde frecuentemente van apareciendo cepas nuevas siendo de suma

importancia los métodos moleculares para su identificacion.

1.2 Teorias de origen

Actualmente no se conoce con exactitud el origen de estos componentes parasitarios,
sin embargo, gracias a la investigacion cientifica se han establecido posibles teorias al

respecto, donde se encuentran principalmente tres:

1.2.1 Teoria de la degeneracidn o regresion celular:

Al considerar la actividad infecciosa que tienen los virus, distintos investigadores han
postulado que estos no eran mas que células pequefias que parasitaban a células mas grandes,
siendo por este mismo mecanismo el hecho de que hayan perdido material genético que les
permitia vivir fuera de otra célula y autosustentarse (98), por lo tanto a medida que pasaba el
tiempo y evolucionaban, llegaron a un punto en que estos agentes ultramicroscopicos no
necesitaban esta informacion genética (como por ejemplo el DNA responsable de codificar
proteinas de la membrana plasmatica) y por ende, por algiin mecanismo lo fueron eliminando

de su genoma.

En la actualidad se conocen bacterias del género Rickettsia y Chlamydia que son
bacterias intracelulares obligadas, que evolucionaron de ancestros de vida libre (98), por lo
tanto, solo puede vivir dentro de una célula hospedadora debido a que ha perdido ciertos
genes responsables de esta funcion. Por otro lado, existe un grupo particular de virus
Ilamados virus de DNA grande nucleoplasmatico (NCLDV por sus siglas en inglés), que
ademas de su gran tamafio, poseen una mayor complejidad en su estructura, y dependen en

menor grado de su hospedero, a diferencia de otros tipos de virus, por lo que algunos

13



virélogos han planteado que estos tipos de virus son descendientes de antepasados mas
complejos (98). Sin embargo, también hay argumentos en contra, uno de ellos es que, aunque
a pesar de las que las capsides tienen la misma conformacién morfoldgica y genética que los
flagelos bacterianos, estos no se asemejan en absolutamente nada a las membranas celulares
(65).

1.2.2 Teoria del origen molecular:

También escrita en la literatura como hipdtesis del nomadismo o del escape, postula
que los virus provienen de fragmentos de material genético mavil, principalmente de
plasmidos o elementos transponibles, conocidos generalmente como ’genes saltarines’” y
gue se encuentran en el 50% del genoma humano y un 80% en el genoma del maiz (73). Estas
secuencias de DNA mediante diferentes mecanismos salieron de la célula que lo contenia,
ademés de adquirir una capacidad autorreplicativa para seguir evolucionando de forma
independiente (65). Permitiendo asi, explicar el origen de todos los virus. Los virus DNA a
partir de elementos transponibles o plasmidos, por otro lado, los virus RNA que se sugiere
que viene de RNA mensajero autorreplicativo y por Gltimo los retrovirus provenientes de

retrotransposones (65).
1.2.3 Teoria de la coevolucioén viral:

Llamada también teoria virocétrica o hipétesis del virus primero, esta teoria indica
en palabras simples que los virus aparecieron antes que las células, por lo tanto, estos
pudieron haber sido las primeras entidades replicantes, empezando por estructuras proteicas
complejas ademas de acidos nucleicos (73). Actualmente se conoce estructuras de
RNA con actividad catalitica lamadas ribozimas, que permiten catalizar reacciones quimicas
(73), y que probablemente estas hayan existido antes de la primera célula, siendo asi los virus
los vestigios del origen de la vida basada en RNA, desde antes del surgimiento de la vida
celular (65).

A pesar de la evidencia presente en estas teorias, ninguna de estas se considera
fielmente aceptada, e incluso ninguna de ellas es factible para considerar a estos agentes
como seres Vvivos, para ello deben cumplir ciertas caracteristicas como: crecer, reproducirse,

mantener una homeostasis interna respecto al ambiente, responder a estimulos y llevar a cabo

14



diversos procesos metabdlicos (73). Los virus son entidades ultramicroscopicas capaces de
reproducirse y evolucionar pero que sin embargo como se nombro anteriormente carecen de
metabolismo propio ya que necesitan de una célula hospedadora, incluso estos no poseen
citoplasma ni ribosomas siendo incapaz de realizar el proceso de traduccion. Producto de
estas limitaciones en estricto rigor no se les consideraria como agentes vivos, aunque que

algunos investigadores los han considerado en el limite de la vida (65).

1.3 Caracteristicas de los virus

1.3.1 Caracteristicas estructurales

Los virus a grandes rasgos estan compuestos por una capside (algunos autores
también lo Ilaman cépsida) de proteinas que envuelve al material genético, este puede ser
DNA o RNA que a su vez puede ser monocatenario o bicatenario (49). Ya que no todos los
virus mantienen su capacidad infecciosa durante todo su ciclo biolégico se les ha denominado
virion, a los que se encuentran en su ciclo infeccioso (61). Su estructura consiste en
una cubierta de proteina externay un nucleo interno de acido nucleico (27) , incluso los virus
mas simples contienen RNA o DNA que al usar la maquinaria celular parasitada solo pueden
codificar de uno a dos pares de proteinas, mientras que el mas complejo puede codificar entre
100 y 200 proteinas (49).

La funcidn principal de los virus es transportar su material genético o acido nucleico
de una célula hospedadora a otra (65), por lo tanto, respecto a su tamafio este debe ser menor
al de la célula que parasita, variando de 20 nm hasta los 250-400 nm de longitud (93), sin
embargo, hay algunos en donde su tamafio puede llegar a los 27000nm, como es el caso del

Megavirus chilensis que fue encontrado en la costa de Chile (25).

La capside es una cubierta proteica compuesta de multiples copias de una proteina o
unas pocas proteinas diferentes, cada una de las cuales esta codificada por un sélo gen viral

(49), por lo tanto los virus pueden codificar la informacion para hacer esta capside
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relativamente grande con un material genético bastante reducido (49), ademas , existen
proteinas que contribuyen al empaquetamiento del &cido nucleico, en donde el conjunto de
estos elementos forma la estructura conocida como nucleocépside (65) . Los virus se pueden
encontrar desnudos (figura 1 A) o en algunos casos estan cubierta por una membrana externa
o0 envoltura (figura 1 B), que consiste principalmente en una bicapa de fosfolipidos similares
a los de la membrana plasmaética de una célula huésped infectada, pero también contiene uno
o0 dos tipos de glucoproteinas codificadas por si mismo (49).

- NDWw O

Figura 1: Componentes estructurales basicos de los virus. Virus con nucleocapside
desnuda (A), virus con nucleocdpside envuelta (B), 1= genoma viral; 2= capside;
3=capsomeros; 4= envoltura; 5= espiculas; 6=fibras. Tomado y adaptado de Negroni, M., &
col. (2018).

Hoy en dia se conocen tres formas principales de organizacion de las maultiples

subunidades de las proteinas de la capside del genoma viral, donde se encuentra:
1.3.1.1 Virus lcosaédricos:

Esta simetria se encuentra conformada por un poliedro de 20 caras triangulares (65),
cada una de las cuales es un triangulo equilatero, constituido con tres subunidades

de proteinas de capside idénticas (figura 2 C), lo que hace un total de 60 subunidades por
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capside, por lo tanto todas las subunidades de las proteinas estan equivalentes entre si (49),

donde ademaés puede o no presentar envoltura (figura 2 D)

Figura 2: Estructura morfolégica virus icosaédricos. Simetria icosaédrica desnuda (C),
simetria icosaédrica envuelta (D). Tomado y adaptado de Negroni, M., y col (2018).

1.3.1.2 Virus Helicoidales:

En esta simetria las proteinas que originan los capsémeros se organizan en forma de
espiral o hélice y se distribuyen alrededor del acido nucleico (65), en el que las proteinas de
carga positiva entran en contacto directo con el acido nucleico cargado negativamente (65)
(figura 3).

17



Figura 3: Estructura morfoldgica virus helicoidales. Simetria helicoidal desnuda (A),
1=capsomeros, 2=RNA. Simetria Helicoidal envuelta (B), 1=espiculas; 2= nucleocapside,

3=envoltura. Tomado y adaptado de Negroni, M., y col. (2018).

1.3.1.3 Virus mixtos:

Existen virus que tienen una simetria binaria, es decir una mezcla de la simetria
icosaédrica, con la helicoidal como por ejemplo los colifagos T, que incluso algunos poseen

estructuras adicionales como colas proteicas (65) (figura 4 B).

é\\l\
(=0

//
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Figura 4: Estructura morfoldgica virus complejo o mixto. (Poxvirus con forma de
ladrillo) Simetria compleja (A),1 = acido nucleico; 2=cuerpos laterales. Simetria binaria (B),
a=DNA; b= cabeza; c=cuello; d=vaina; e=fibras; f= el conjunto que conforma la cola.

Tomado y adaptado de Negroni, M., y col (2018) .

En la capside se encuentran proteinas de superficie que forman la capside externa
como tal, que funcionan como antirreceptores de reconocimiento celular, también se
encuentran las proteinas de la capside internas, estructurales y no estructurales, asociadas al
acido nucleico, junto con enzimas como la proteasa y proteinas no metabodlicas internas y

superficiales asociadas al tropismo (65).

1.3.2 Caracteristicas Gendmicas:

En el genoma viral se encuentra toda la informacidon genética de esta particula
submicroscépica y es responsable de toda la capacidad infecciosa del virus, este acido
nucleico se encuentra rodeado por una cubierta proteica llamada capside y se caracterizan
por poseer solo un tipo de material genético (65) que puede ser RNA o DNA, ademaés de
monocatenario o bicatenario es decir de una o dos hebras de material genético, en el que

puede presentar una polaridad + (positiva) o — (negativa) (61).

1.3.2.1 Virus DNA

Los virus DNA bicatenarios pueden replicar y transcribir su genoma (las dos hebras)
en el ndcleo utilizando la maquinaria celular para producir RNAm necesario para la sintesis
de proteinas (65), mientras que los virus que poseen cadenas de DNA simple requieren de la
sintesis de una cadena complementaria de DNA, en donde luego de obtenerla, la replicacion
continta en el nucleo celular como si este agente infeccioso hubiera tenido ambas hebras
(61).
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1.3.2.2 Virus RNA

Esta cadena de RNA puede tener polaridad positiva (+) o negativa (-), los RNA +,
sirven como RNA mensajero y posee los genes necesarios para la traduccion (11). Por otro
lado, se encuentran los virus RNA —, es decir la secuencia inversa o anti-mensajero (5), estos

inicialmente deben ser transcrito en RNA mensajero y asi traducir proteinas (61).
1.3.3 Ciclos replicativos.

La replicacion de los virus consta de un proceso en el cual esta particula infecciosa
penetra la célula huésped y mediante su maquinaria enzimatica sintetizando nuevos agentes
virales. La replicacion viral se divide en seis etapas que son 1) adsorcion o fijacion, 2)
penetracién o entrada, 3) decapsidacion o desnudamiento, 4) sintesis de proteinas y
replicacion del genoma, 5) maduracion o ensamblaje y por ultimo 6) liberacion o egreso (61).

El ciclo replicativo del virus comienza con la adhesion o adsorcion de proteinas de la
capside virica con receptores especificos de superficie celular del huésped, aunque también
se describe que pueden unirse a flagelos o pilis bacterianos (65) (figura 5-1). Luego sigue el
siguiente paso que es el de penetracion o entrada a la célula, este se puede realizar en forma
directa, en el cual solo pasa el material genético viral quedando toda la estructura proteica
adherida a la célula huésped, también se puede realizar por endocitosis producto de
invaginaciones de la membrana plasmatica (figura 5-2), o por fusion de la envoltura viral con
la membrana de la célula parasitada (98) (figura 5-2’). Posteriormente viene la etapa de
decapsidacion o desnudamiento en el cual enzimas celulares degradan la capside viral,
mediante el cual los virus DNA ingresan su material genético al nucleo a diferencia de los
virus RNA que el material genético queda circulando en el citoplasma (61) (figura 5-4). En
la cuarta etapa se encuentra la sintesis de proteinas y replicacion, en donde participan
distintos mecanismos dependiendo del material genético del virus. Como se nombro
anteriormente los virus DNA necesitan la RNA polimerasa para sintetizar el RNAm y asi
producir proteinas viricas tempranas (no estructurales) o tardias (estructurales), los virus
RNA + actian como RNAm produciendo la sintesis de proteinas, mientras que el RNA —
deben primero sintetizar RNAm, por lo que a este material genético no se le considera como

infeccioso por si mismo (61) (figura 5-6,7,8). Ademas, existe un grupo especial llamados
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retrovirus que a pesar de ser RNA+ poseen una enzima llamada retrotranscriptasa que usando
hebras de RNA puede sintetizar DNA sirviendo de molde para formar RNAm y asi sintetizar
proteinas virales (61). En la pendltima etapa de maduracion o ensamblaje involucra un
proceso termodinamico en el que la particula viral se forma y adquiere estabilidad por la
articulacion de cada uno de estos componentes viricos (65), en este punto es donde se forman
las nucleocapside por modificaciones postraduccionales, en el cual se pueden formar de
estructuras vacias (pro-capsides) que se rellenan posteriormente con el genoma del virus. El
ensamblaje en los virus DNA ocurre en el nacleo, mientras que los virus RNA ocurre en el
citoplasma (61). Con respecto a su envoltura, esta es adquirida por un proceso de gemacion,
en donde los virus RNA la adquieren de la membrana plasmatica, mientras que los virus
DNA lo hacen de la membrana del nucleo celular, luego son transportados por el aparato de
Golgi, estos atraviesan la membrana del citoplasma por el sistema de endomembranas y
finalmente se fusionan con la membrana citoplasmatica (61). En la fase de maduracion, los
virus se convierten en viriones, es decir adquieren su capacidad infectiva. Por ultimo, en la
etapa de liberacion las particulas viricas sintetizadas se liberan por lisis celular (figura 5.9),
debido a la disminucion de la sintesis de macromoléculas celulares o por algln efecto téxico
causado por los virus, aunque algunos casos la célula puede sobrellevar este dafio y sobrevive
(65). Los virus envueltos con la membrana citoplasmatica pueden ser liberados
instantaneamente con el proceso de adquisicién de la envoltura (figura 5-9°) mientras que los
envueltos con la membrana del aparato de Golgi o reticulo endoplasmico la liberacion

induciré lisis celular (65)
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Figura 5: Replicacion viral por diferentes mecanismos. 1= particula viral y
reconocimiento; 2=adsorcion; 2’ fusion= 3 y 3’= penetracion; 4= denudacién; 5=
transcripcion; 6= sintesis de proteinas tempranas; 7= replicacion del genoma; 8 y 8’=con la
sintesis de proteinas tardias se produce el ensamblaje; 9= salida por lisis; 9’= salida por
brotacién. Tomado y adaptado de Negroni, M., y col (2018).

En la literatura el ciclo replicativo de los virus se divide segun su duracion, en donde
se encuentran dos secciones, el ciclo litico y el ciclo lisogénico: En el ciclo litico el material
genético viral se transcribe inmediatamente a RNAm para producir particulas viricas
completas e infecciosas, mientras que en el ciclo lisogénico los virus circularizan en
moléculas bicatenarias viajando al nucleo integrandose al genoma celular, la célula continta
haciendo sus funciones metabdlicas normales hasta un cambio en el ambiente que produzca

una activacion del ciclo litico (65).

22



1.3.4 Hospederos

Actualmente se conocen multiples hospederos para estos agentes parasitarios, entre
ellos se encuentran virus que infectan a bacterias, cominmente llamados bacteridfagos,
también virus que infectan a células vegetales o células animales llamados virus vegetales y
virus animales respectivamente, incluso existen virus que infectan a otros virus conocidos
actualmente como virdfagos (42). La capacidad infecciosa y el rango que este tiene dentro
de las células, depende de las proteinas que tiene en su capside que le permiten la adherencia
a la célula hospedadora. Algunos virus pueden infectar a plantas, como también a insectos
que se alimentan de ella, por ejemplo, el virus amarillo de la papa que puede realizar su ciclo
replicativo en los saltahojas (insectos que se alimentan de las hojas de la planta de papa)
como también de la planta de papa misma (61). Existen virus con un amplio rango de huésped
como es el caso del virus de la estomatitis vesicular, que infecta a células de multiples
mamiferos e insectos. Sin embargo, la mayoria de los virus animales no cruzan el nivel

taxondmico phylum, y algunos infectan celulas de especies estrechamente relacionadas (49).
1.4 Clasificacion

Existe maultiples pardmetros que permiten la clasificacion de estos agentes
submicroscépicos, entre ellos: el tipo de acido nucleico que posee, la simetria de su capside,
el tamafio del virus, si presenta o no presenta envoltura, el tipo de replicacion viral, las células
que es capaz de infectar, entre otros. EI Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV
por sus siglas en inglés) es un comité de la Division de Virologia de la Unién Internacional
de Sociedades Microbioldgicas en el cual sus actividades se rigen por los Estatutos acordados
con la Division de Virologia. Los objetivos de este comité estdn basados en acuerdos
internacionales aprobados por la comunidad de vir6logos y virélogas, que permiten clasificar
y nombrar a los diferentes tipos de virus existentes conocidos hasta el momento ademas de

incorporar los descubrimientos nuevos (36).

A nivel universal se utilizan los siguientes niveles taxonomicos: Orden, Familia,
Subfamilia, Género y Especie, en el cual su clasificacién primaria es esta ultima (1). La
nomenclatura que se utiliza, incluye el sufijo -viridae para las familias y -virus para los

géneros. La clasificacion que se realiza en el ICTV considera a una especie un grupo
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monofilético en el cual sus propiedades pueden ser distinguidas de otras especies por
mdaltiples criterios, este grupo es monofilético si es que todos sus integrantes han venido de
una poblacion ancestral coman (65). El sistema de clasificacion presenta caracteristicas
comunes a las divisiones de otros organismos celulares, manteniéndose el taxén en donde
normalmente los nombres de las especies virales se relacionan con la enfermedad causada.
Por otro lado, existe otro tipo de clasificacion viral que se basa en el tipo de material genético
presente en el virus, el tipo de cadena y ademés su sentido. Esta clasificacion consta de 7
grupos denominados con numeros romanos. Asi lo grupos | y Il serdn de virus DNA, los
grupos I, 1V y V corresponderan a virus RNA y los grupos VI y VII albergan a todos
aquellos virus que realizan transcripcion inversa (65).Las clasificaciones anteriores son las
universalmente aceptadas pero no son las Unicas, existen clasificaciones que se basan en la
similitud del ensamblaje y la estructura del virion, otras por las células a la que infecta como
la clasificacion de Holmes o también clasificaciones por caracteristicas fisicas y quimicas de
los virus como el sistema LHT de clasificacion de virus o la clasificacion de Casjens y Kingsn
(65).
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Figura 6: Esquema de las principales familias de virus. Los virus se agrupan por el tipo
de genoma y se dibujan en una escala aproximada incluyendo aquellas especies que infectan
a los seres humanos. Tomado y adaptado de Dennis, L., y col (2009).

1.5 Rol en enfermedades

La alteracion producida por los virus en células normales infectadas, se conoce como
efecto citopatico viral y que es responsable de muchas enfermedades que afectan no solo al
ser humano, sino que también a plantas u otros animales e insectos. Dentro de las infecciones

virales que puede manifestar el ser humano se encuentran:

Infecciones respiratorias que son una de las mas frecuentes como el virus de la
influenza epidémica (A y B), virus de la influenza A aviar (H5N1), ademas el actualmente
virus conocido del SARS-CoV-2 que ha causado una pandemia a nivel mundial. Estos tipos
de virus tienen mas probabilidades de causar sintomas graves en lactantes, adultos mayores
y pacientes con trastornos pulmonares o cardiopatias (45). También existe virus capaces de
provocar infecciones gastrointestinales como la gastroenteritis que afectan distintos tipos de
virus segun el grupo etario, por ejemplo, los pertenecientes al género Rotavirus que afectan
principalmente a nifios, los virus del género Norovirus que afectan a nifios mayores y adultos,
mientras que los del género Astrovirus suelen afectar a nifios pequefios y lactantes. Ademas
pueden provocar infecciones hepaticas como el virus de la hepatitis A,B,C,D y E en el que
cada uno causa un tipo especifico de hepatitis, infecciones neuroldgicas como el caso de las
encefalitis virales producidas por virus del género Arbovirus a través de la picadura de un
antrépodo, infecciones cutaneas 0 mucosas como el virus del herpes simple en el que puede
comprometer la piel, boca, manos, ojos que puede llegar a ser grave, existe también el
papilomavirus humanos causante de verrugas genitales o en las palmas de manos y pies,
incluso alguno subgrupos pueden provocar cancer de cuello uterino en mujeres (45). Por
ultimo, en algunos casos hay virus que pueden causar enfermedades multisistémicas como
los enterovirus que incluyen Coxsackievirus y Echovirus de la misma manera que los

Citomegalovirus.
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Los virus como agentes infecciosos son causantes de muchas enfermedades tanto en
el ser humano como en plantas y animales incluso bacterias, en donde el grado de dafio de la

patologia depende del tipo de virus y su ciclo replicativo.
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2. METODOS DE DIAGNOSTICO DE PATOGENOS

Los métodos utilizados para reconocer distintos patégenos entre ellos los virus,
pueden clasificarse de dos formas, directos e indirectos (85). El primero se basa en demostrar
la presencia del virus o de alguno de sus constituyentes como su genoma viral o distintos
antigenos, mientras que el segundo se basa en la respuesta de anticuerpos especificos por
parte del huésped en el curso de la infeccion (85) .Asi, se encuentran distintos métodos de
diagndstico directos como el aislamiento en cultivos celulares, identificacién del virus
mediante microscopia electronica, PCR, hibridacion, entre otras y métodos indirectos como

ELISA, inmunofluorescencia indirecta, entre otros (17).

2.1 Cultivo celular

El cultivo de tejidos se refiere al mantenimiento o crecimiento, in vitro, de células,
tejidos u 6rganos de origen animal o vegetal. El procedimiento consiste basicamente en
liberar las células del tejido original y llevarlas a un ambiente artificial que permite su
crecimiento, multiplicacion y mantenimiento del metabolismo, de una manera controlada
(85).

La aplicacién de los cultivos celulares en virologia estad fundamentada en el requisito de los
virus de penetrar y multiplicarse en las células, para producir alteraciones morfoldgicas y
metabolicas caracteristicas. La capacidad de las celulas de permitir la multiplicacion de virus,
y sufrir alteraciones, depende tanto del tejido y la especie de origen como de las condiciones

del cultivo y de las caracteristicas propias del virus (85).
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El uso del cultivo celular es util no sélo en virologia, sino que, en distintas areas de
investigacion como inmunologia, ingenieria de proteinas, investigacion del cancer entre otros
(85). Presentando, ademas, una serie de ventajas como también desventajas que hay tener en

consideracién y que se describen en la siguiente tabla:

Tabla 1: Ventajas y desventajas generales del cultivo celular. Elaboracion propia,

Fuentealba, D., (2021).

VENTAJAS

Permiten un control preciso y fino del medio

ambiente.

Caracterizacion y homogeneidad de la

muestra.

Ocupan menos volimenes de reactivos o
farmacos en comparacion con el ensayo in

Vivo.

DESVENTAJAS

Costo de produccion. Aunque ha ido en
decadencia con las nuevas tecnologias

(especialmente por la biologia molecular).

Inestabilidad como consecuencia de la

dotacion cromosémica aneuploide.

El cultivo no siempre puede reemplazar el
uso de animales de experimentacion, sin

embargo, es una alternativa valida en

muchas ocasiones.

Actualmente se utiliza este método para el diagndstico viral en infecciones de las vias
respiratorias donde su agente etiolégico generalmente son los virus de la influenza, aunque
el método mas sensible es la RT-PCR (17). Por otro lado, ya que la infeccién por
citomegalovirus es la infeccion intrauterina mas frecuente y afecta a cerca del 1% de los
recién nacidos, la prueba prenatal mas fiable para verificar la infeccidn es su cultivo junto
con su deteccion en el liquido amnioético mediante alguna técnica molecular como PCR (17).
También la infeccion neonatal por el virus del herpes simple posee una elevada mortalidad y

una morbilidad significativa, donde pueden aparecer lesiones cutaneas, oculares o dafio
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cerebral grave. Su diagnostico principalmente se realiza por el cultivo del virus y deteccién

con técnicas de biologia molecular igualmente que los virus del género Citomegalovirus (14).

Sin embargo, en la rubéola que es una enfermedad muy contagiosa que se propaga a
través de las secreciones respiratorias y que su agente etioldgico es un virus RNA de la
familia Togavirus, no se puede emplear el método de cultivo ya que este requiere mucho

tiempo en realizarse y no es eficaz en una patologia que se agrava con mucha rapidez (32).

Los métodos modernos de cultivo celular aun se consideran en muchos laboratorios
lo mas precisos y sensibles para el diagnostico viral, sin embargo, las técnicas de biologia

molecular avanzan rapidamente como técnica elegida para la identificacion de virus.

2.2 Histologia

En la actualidad la biologia molecular logra identificar cepas de virus, bacterias y
parasitos que han sido de importancia clinica y medioambiental. Los estudios histologicos
con técnicas histoldgicas convencionales y especiales le brindan una informacién bésica al

clinico acerca de la naturaleza del proceso infeccioso (95)

Algunos agentes infecciosos se pueden ver en cortes tefiidos con hematoxilina-eosina
(por ejemplo, cuerpos de inclusién formados por Citomegalovirus y virus del herpes simple,
cumulos bacterianos, que normalmente se tifien de azul, Candida y Mucor entre los hongos,
la mayoria de los protozoos y todos los helmintos). Sin embargo, muchos agentes infecciosos
se ven mejor con tinciones especiales que identifican los microorganismos a partir de las
caracteristicas particulares de su pared celular o su cdapsula tinciones de Gram,
acidorresistentes, plata, mucicarmin y Giemsa o después del marcado con anticuerpos
especificos, donde los microorganismos se ven mejor en el borde de avance de la lesion que

en el centro de la misma, en particular si hay necrosis (95).

Existen diferentes técnicas histoldgicas para identificar distintos patdégenos, donde

alguna de ellas se presentara en la siguiente tabla.
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Tabla 2. Tincion usada en distintas técnicas histoldgicas segun grupo de agente

infeccioso. Elaboracion propia, Fuentealba, D., (2021).

TINCION AGENTE INFECCIOSO

Brown Brenn Bacterias gran positivas y negativas
Verde metilo Bacterias gran negativas

Pironina Bacterias gran positivas

Glenn Bacterias gran negativas

PAS Hongos

Hematoxilina/ eosina Inclusiones virales

Warthin Starry Espiroquetas

La utilizacion de técnicas histologicas convencionales y especiales posibilita
determinar la presencia del agente causal de infeccidn a nivel celular, lo que permite emitir

un diagndstico de infeccion mas discriminativo y de mayor calidad por el especialista (7).

2.3 Serologia

El organismo dispone de un sistema de defensa inespecifico que le permite defenderse
de los patdgenos externos en ausencia de un contacto previo con ellos (en ausencia de
reconocimiento), y de un sistema de defensa especifico, mas desarrollado y sofisticado, que
le permite defenderse con eficacia frente a los microorganismos y que exige para su
desarrollo de un reconocimiento previo del agente. Este segundo mecanismo de defensa
puede adquirirse por contacto con el agente o sus antigenos a través de una infeccion, por
inoculacion voluntaria (vacunacion) o por administracion de anticuerpos preformados en otro
organismo (anticuerpos maternos transferidos a través de la placenta o por administracion de

sueros hiperinmunes). Esta respuesta es especifica y con capacidad de distinguir entre lo
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propio y extrafio; en las ocasiones en las que existe conflicto en este reconocimiento aparece
la enfermedad autoinmune. La respuesta es mas 0 menos persistente y capaz, ademas, de
dejar recuerdo de este su primer contacto con el antigeno (memoria inmunoldgica) que le
permitira reaccionar de forma mas eficaz y violenta en las exposiciones posteriores al mismo

antigeno (15).

En el curso de una infeccion varian las poblaciones de anticuerpos frente al agente
infectante, en primer lugar, la clase predominante suele ser IgM, mientras que con el
transcurso del tiempo las IgM disminuyen hasta desaparecer o quedar a muy baja
concentracion y, en cambio, aumentan las IgG. La busqueda de anticuerpos clase IgM es de
utilidad para hacer diagndstico de infeccion reciente en una sola muestra de suero extraida
en el periodo agudo de la enfermedad. Este método se emplea para el diagndstico de
enfermedades como: Rubéola, infecciones por Citomegalovirus, Hepatitis a virus A, como
también actualmente se realizan test seroldgicos para la deteccion del SARS-Cov-2, sin
embargo, los métodos moleculares (RT-PCR en especifico) siguen siendo el gold estandar
para su diagnostico (37). La busqueda de anticuerpos clase IgG en una sola muestra se utiliza
como técnica de tamizaje, por ejemplo, para el diagnostico de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Posteriormente los hallazgos positivos son confirmados
en la misma muestra de suero por otra metodologia que preferentemente son métodos de

biologia molecular (13).

La confirmacion seroldgica de una infeccidn aguda por cualquiera de estas técnicas
tradicionales esta dada por un aumento de cuatro veces 0 mayor en el titulo de anticuerpos
cuando se emplean diluciones al doble seriadas. En los Gltimos afios se han desarrollado
nuevos métodos para la deteccion de anticuerpos virales, y en muchos casos han demostrado
ser mejores que las pruebas tradicionales en términos de economia, sensibilidad,

especificidad y rapidez (95).
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2.4 Moleculares

Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y la amplificacion mediada por transcripcion, se utilizan para el
diagndstico de maltiples patologias, entre ellas la gonorrea, la infeccidn por clamidias (57),
infecciones virales como la actual pandemia producto del virus SARS-CoV-2 que se
diagnostica mediante PCR (6). Los métodos moleculares son mucho mas sensibles que el
estudio convencional de algunos patégenos como el cultivo celular o algunas técnicas
histoldgicas (17). Por ejemplo el estudio de la encefalitis por el virus del herpes simple
mediante PCR del liquido cefalorraquideo tiene una sensibilidad aproximada del 80%,
mientras que la del cultivo virico del liquido cefalorraquideo es inferior al 10% (17), del
mismo modo, las pruebas de acido nucleicos para Chlamydia genital detectan entre un 10y
un 30% mas de casos que el cultivo convencional de Chlamydia. En cuanto a otras
infecciones, como la gonorrea, la sensibilidad del estudio de los acidos nucleicos es parecida
a la del cultivo (17). Ademas, hoy en dia existen actualizaciones de estas técnicas como la
PCR cuantitativa que para el virus BK, el Citomegalovirus y el virus de Epstein-Barr permite
valorar la carga viral en los receptores de trasplantes, también estas pruebas cuantitativas que
miden los acidos nucleicos viricos permiten orientar el tratamiento médico de los pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus de la hepatitis B y el virus
de la hepatitis C (13).

Actualmente, se emplean de forma rutinaria paneles moleculares que permiten la
deteccion de 20 patdégenos o mas para el diagndstico de las infecciones respiratorias
bacterianas y viricas y también de las infecciones bacterianas, viricas y parasitarias digestivas
(17). Esta secuenciacion masiva, asociada o no a una amplificacion inicial por PCR, se
emplea para la deteccion de patégenos nuevos o poco frecuentes y también para la
investigacion epidemiologica (95). En el capitulo ‘“Métodos Moleculares Para El
Diagnostico Viral®® se explican las técnicas con detalle.
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2.5 Protedmicas

El proteoma es el conjunto de proteinas que un organismo o en este caso agente viral
que produce o modifica. Gracias a la protedmica ha permitido la identificacion de cantidades
cada vez mayores de proteinas de distinto tipo y con distinta funcion (67). Esta generalmente
se refiere al analisis experimental a gran escala de proteinas y proteomas, pero que sin
embargo a menudo se uso especificamente para referirse a la purificacion de proteinas y la

espectrometria de masas.

En protedmica, existen multiples métodos para estudiar proteinas. Generalmente, las
proteinas pueden detectarse mediante el uso de anticuerpos (inmunoensayos) o
espectrometria de masas. Si se analiza una muestra bioldgica compleja, se debe usar un
anticuerpo muy especifico en el analisis de transferencia de puntos cuantitativos (QDB) o se
debe usar una separacion bioquimica antes del paso de deteccion, ya que hay demasiados

analitos en la muestra para realizar deteccion y cuantificacion precisas (17).
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3. DIAGNOSTICO DE INFECCION VIRAL

3.1 Generalidades

Gran parte de las técnicas utilizadas en el diagnostico clinico se basan en pruebas
serologicas que identifican anticuerpos especificos frente a diversas proteinas antigenicas.
Sin embargo, existen circunstancias en las cuales son necesarias pruebas que detecten

precozmente la infeccion viral (tratamientos especificos, medidas profilacticas, entre otras.).

En algunas infecciones virales es posible detectar la presencia de antigenos virales
previamente al desarrollo de la seroconversion, siendo esta prueba la Unica evidencia de la
exposicion al virus cuando no existe aumento de los niveles de anticuerpos circulantes
(pacientes inmunodeprimidos) (17). Igualmente, la deteccion del genoma viral puede
favorecer la precocidad del diagndstico viral y su confirmacion. En la Gltima década se han
desarrollado una serie de técnicas para el diagnostico viral basadas en la deteccion de acidos
nucleicos. De ellas la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la mas utilizada. En el
momento actual, la tendencia en el diagndéstico virologico consiste en emplear nuevas y mas
sensibles tecnologias de deteccion de antigenos y de investigacion de acidos nucleicos con
el proposito de lograr un diagnéstico viral mas rapido (96).

El diagndstico clinico orientara hacia la prueba apropiada a realizar, pero ademas de
aquel, se requiere informacion epidemioldgica, identificacion correcta del paciente, edad de
aquel y la fecha de obtencién de la muestra. También resulta util averiguar si el paciente ha

recibido vacunas virales o terapéutica antiviral en una fecha reciente.

Las etapas de diagndstico viral son principalmente cinco: Identificacién de sintomas,
recoleccion de la muestra, transporte y/o almacenamiento, procesamiento de la muestra y

entrega de resultados que se detallan en los proximos subcapitulos (83).
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3.1.1 Recoleccion, transporte y procesamiento de la muestra.

Las mejores muestras por lo general son las que se obtienen en un estadio temprano
de la enfermedad (dentro de las primeras 72hs), cuando el virus se excreta en concentraciones
relativamente elevadas y todavia no se ha unido con anticuerpos (22). Despuées de
transcurridos 7 dias habitualmente no vale la pena realizar cultivos virales cuando se trata de
huéspedes inmunocompetentes. No obstante, en huéspedes inmunocomprometidos y en las
infecciones virales persistentes o cronicas, el virus puede estar presente durante periodos
prolongados (22). Ademas, el volumen de la muestra debe ser suficiente como para permitir
la realizacion de los ensayos apropiados y la conservacion, por ejemplo: en caso de tener que

repetir el ensayo en pruebas adicionales, como PCR.
A continuacion, se detallan algunas técnicas de recoleccion de muestras clinicas:

¢+ Hisopados conjuntivales: Se debe frotar la conjuntiva palpebral con un hisopo estéril

humedecido con solucidn salina estéril. Luego se debe colocar el hisopo en 3-4ml de
medio de transporte, este posee proteinas como puede ser la albimina de bovino o la
gelatina. Ademas, posee un agregado de antibioticos y antifungicos logrando asi prevenir
el sobredesarrollo de la flora bacteriana y fangica residente del huésped (19).

«» Hisopados de lesiones vy vesiculas cutaneas: Se debe recolectar la muestra dentro de los

3 dias de la erupcion de la vesicula. Primero, se lava suavemente la superficie de la
vesicula o la lesion con 70% de etanol, luego se aspira el fluido vesicular con una jeringa
de tuberculina y se coloca el fluido aspirado en 3-4ml de medio de transporte. Luego se
debe frotar las lesiones cutaneas o vesiculas abiertas con un hisopo y colocarlo en 3-4ml
de medio de transporte. El hisopado de las vesiculas puede ser colocado en el medio de
transporte que ya tiene el fluido vesicular (83).

¢+ Aspirado nasofaringeo: Se introduce una sonda nasogastrica por las fosas nasales hasta

la rinofaringe y se aspira el mucus en un tubo colector con caracteristicas especiales. El
contenido de la sonda se lava con medio de transporte para virus, que se recoge en el tubo
colector (19).

¢+ Hisopados nasales: Se introduce un hisopo de algoddn, seco, suavemente en la nariz. Se

deja el hisopo en la nariz durante algunos segundos para que las secreciones sean
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absorbidas y asi obtener la muestra. Luego se coloca el hisopo dentro de 3-4ml de medio
de transporte. Es la muestra de eleccion para virus respiratorios (19).
Hisopados faringeos: En esta técnica se frota las amigdalas y faringe con un hisopo de

algodon seco. Se coloca el hisopo en 3- 4ml de medio de transporte (19).

Hisopados rectales: Se introduce un hisopo de algodon humedecido 2-3cm dentro del

canal anal realizando movimientos rotatorios. Posteriormente, se coloca el hisopo dentro
de 3- 4ml de medio de transporte. (83)
Orina: Se debe recolectar un total de 10-15ml de orina recientemente emitida en un

recipiente estéril y enviarla directamente al laboratorio (19).

Liquido cefalorraquideo (LCR): Se debe recolectar al menos 0,1ml de LCR (2-3ml
preferentemente) y ademas se debe transportar directamente al laboratorio (19).

Sangre con anticoagulante (para cultivo viral o inmunofluorescencia): Se debe recolectar

sangre entera en un tubo que contenga heparina, citrato o EDTA. Ademas, se debe enviar
la sangre directamente al laboratorio donde su rapida entrega (2- 6 horas) al laboratorio
es esencial (83)

Suero (para pruebas seroldgicas): En este caso se debe recolectar la muestra de sangre en

un tubo estéril que no contenga anticoagulantes, luego se debe enviar la muestra al
laboratorio sin congelar. De acuerdo al origen de la muestra, esta requerird diferentes
tratamientos previos a ser inoculada. Si lo que se quiere es inocular la muestra en cultivos
celulares lo que se recomienda es hacerlo inmediatamente después de obtenida. Ademas,
si el método de estudio a aplicar es una inmunofluorescencia, se deben confeccionar frotis
y se fijan al portaobjeto con acetona, para asi poder conservarlos a -20° 0 -70° hasta su
tincion (83).

37



Hisopado conjuntival ‘

Hisopado nasal ‘

Aspirado nasofaringeo

Hisopado faringeo ‘

Sangre/suero
Liquido
cefalorraquideo
Hisopado rectal ‘
Orina

Figura 7: Representacion de lugar anatémico en donde se realiza la muestra para el
diagndstico viral. Elaboracion propia, Fuentealba, D., (2021).

En la siguiente tabla se detalla el medio de transporte y condiciones de transporte de las
muestras en la pesquisa de distintos tipos de virus.

Tabla 3. Principales agentes virales, su transporte y sobrevida.

Virus Medio de transporte Tiempo dias [/ % de
Temperatura °C recuperacion
Adenovirus Bentonita 14/ambiente 100
B5 Bentonita 21/ambiente 100
CMV 2SP (Medio chlamyidia), 21/4 4
Sorbitol 70% 3/4 4
Medio de cultivo viral 3/4 1
SPG 3/4 10
Echovirus 11 Bentonita 21/ambiente 100
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HSV Leche descremada 30/4 25

Medio de Richards 12/2 10-50

SPG 3/4 30
Influenza Bentonita 14/ambiente 33
Parainfluenza Bentonita 14/ambiente 50
Rubeola Bentonita 14/ambiente 1
VzZV 2 SP 3/20 4

CMV: Citomegalovirus, HSV: virus del herpes simple, VZV: virus varicela-zdster, 2SP: 2

sacarosa fosfato,SPG : sacarosa fosfato glutdmico. Tomado de del Pilar Crespo, M. (2000).

3.1.3 Bioseguridad

La bioseguridad es el Conjunto de normas y actitudes que tienen como objetivo
proteger la salud del personal frente a los riesgos bioldgicos, quimicos y fisicos a los que esta
expuesto en el desempefio de sus funciones, es por ello que es esencial cumplir las normas
de seguridad que son establecidas a nivel nacional (43). A continuacion, se establecen a
grandes rasgos el uso de elementos de proteccion personal, junto con acciones que debe

realizar el laboratorista segun el tipo de muestra (64):

Tabla 4. Procedimiento de bioseguridad a realizar segun tipo de muestra. Elaboracion
propia, Fuentealba, D., (2021).

TIPO DE MUESTRA PROCEDIMIENTOS Y USO DE
ELEMENTOS DE PROTECCION
PERSONAL
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Sangre

Secrecion respiratoria

Orina

Manejo de tejidos

Higiene de manos, uso de guantes, uso de
sistema de extraccion al vacio, evitar

produccién de aerosoles.

Higiene de manos, uso de guantes,

mascarilla N95, proteccién ocular.

Higiene de manos, guantes, evitar la

generacion de aerosoles.

Higiene de manos, uso de guantes, delantal,
pechera plastica, mascarilla N95, proteccion

ocular.

Tabla 5. Procedimiento de bioseguridad a realizar segun el manejo de la muestra,

Elaboracion propia Fuentealba, D., (2021).

DISTRIBUCION DE LA MUESTRA

Traslado De muestras de laboratorio
dentro del hospital

Transporte de muestras de laboratorio

fuera del hospital:

PROCEDIMIENTOS Y USO DE
ELEMENTOS DE PROTECCION
PERSONAL

Personal capacitado exclusivamente para
transporte, no manipular muestras, estas
deben estar en envases plasticos cerrados
minimo con tapa rosca, transporte en cajas
cerradas, de material

liso, lavable,

resistente, con gradillas apropiadas al

envase.

Personal capacitado y exclusivamente para

transporte, no debe manipular las muestras,
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la muestra debe estar en contenedor sellado
y se debe descontaminar el envase.

Recepcion de la muestra de laboratorio  Se deben utilizar guantes, ademas se debe
realizar una higiene de manos al retirar los

guantes.

Manipulacién y procesamiento de la Se deben utilizar guantes, una pechera
muestra de laboratorio plastica, una mascarilla N95 y proteccion
ocular en caso de aerosoles, y, ademas, se
debe higienizar las manos al retirar los

guantes

En caso de accidentes en el transporte de Se deben utilizar los guantes, absorber
muestras de laboratorio (derrame o fluidos con papel desechable luego se debe
quiebre): lavar con abundante agua junto con la
desinfeccion de la superficie con solucion
clorada. Por ltimo, se debe higienizar las

manos al retirar los guantes.

3.2 Métodos de diagnostico indirectos

El diagndstico indirecto implica la demostracion de la huella que el agente infeccioso
ha dejado por su contacto con el sistema inmune. La muestra mas frecuente en este caso es
la muestra de sangre para evaluar la presencia de anticuerpos especificos, por lo que
frecuentemente se lo denomina diagndstico serolégico y que se realiza mediante distintos
métodos inmunoldgicos que se presentan a continuacion (24).

3.2.1 Métodos Inmunolodgicos (Deteccion de anticuerpos)

+«» Inmunofluorescencia indirecta: La Inmunofluorescencia indirecta, es un método rapido

y confiable para la determinacion de anticuerpos antivirales en el suero del paciente. Se

basa en la union de anticuerpos antivirales presentes en el suero del paciente a los
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antigenos virales expresados en la superficie y citoplasma de células infectadas, que han
sido fijadas a un portaobjeto de vidrio. Como control de especificidad se usan células no
infectadas. La presencia de anticuerpos se evidencia por la aparicion de fluorescencia en
el citoplasma (que es vista a través de microscopia fluorescente) y superficie de las
células infectadas, mientras que las células control no tienen fluorescencia (44).

%+ Enzimoinmunoanalisis indirecto: Los enzimoinmunoanalisis indirectos se han aplicado

de forma amplia en los ultimos afios al diagnostico de anticuerpos virales. Tiene las
ventajas de ser un método versatil, relativamente economico y sensible. La metodologia
es la siguiente: Los antigenos virales se inmovilizan sobre una fase solida (esferita,
policubetas para microtitulacion u otros elementos de plastico) y se agregan los sueros en
estudio, se incuban, se lavan y se revela la reaccidn antigeno-anticuerpo por el agregado
de una inmunoglobulina antiespecie conjugada con una enzima, seguida por el substrato
apropiado para esta. Los resultados se pueden leer con un espectrofotémetro y en algunos
casos de forma visual (79).

¢+ Western Blot; La técnica de Western Blot se basa en la separacion electroforética de

proteinas virales que son posteriormente inmovilizadas en papel de nitrocelulosa con el
objeto de determinar la presencia de anticuerpos especificos contra cada una de esas

proteinas (51).

3.3 Métodos directos

El diagnostico directo implica la demostracion del agente infeccioso y/o componentes
antigénicos en los fluidos organicos. Incluye la eleccién de la muestra, su transporte,
conservacion y procesamiento que permita la identificacion del patégeno en especifico en
este caso los virus. Existen diferentes metodos directos para el diagndstico viral, donde los
mas importantes son: Cultivo celular para diagnéstico viral, estudios inmunoldgicos de
deteccidn de antigenos, estudios de visualizacion como la microscopia electrénica, test de
aglutinacion entre otros.

3.3.1 Cultivos celulares

El cultivo celular para el diagnostico viral se basa en preparar diferentes lineas
celulares que son inoculadas con la muestra clinica sospechosa. El éxito del aislamiento del
virus depende de la 6ptima seleccion, recogida y transporte de la muestra clinica (86). Con
relaciébn a su procedimiento, una vez que ingresa la muestra al laboratorio se agita
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fuertemente y se descarta el tejido sobrante. Seguidamente se centrifuga al medio liquido de
forma que en el pellet contendrd hongos, bacterias, células entre otras cosas para luego ser
desechado. Por otro lado, en el sobrenadante contendra los virus ya que estos presentan
menos densidad. Este Gltimo posteriormente se inocula en los diferentes medios de cultivo
celulares y a través del efecto citopatico que se presente en el monocapa celular del cultivo
se detecta la presencia viral. (17).

Los distintos cultivos celulares varian en cuanto a su susceptibilidad a los diferentes
virus, ya que existe una relacion especifica huésped-virus, y es en funcion de los datos
clinicos y del tipo de muestra que se elige el cultivo para inocular el material (17).

3.3.2 Inmunolégicos (Deteccion de antigenos)

En el caso de deteccion de antigenos, se utiliza un anticuerpo especifico antiviral (por
lo general IgG) en el cual la fraccién Fc se ha conjugado una molécula marcada, que puede
ser isotiocianato de fluoresceina (Inmunofluorecencia), un is6topo radioactivo 1251 o 1311
(RIA), o una enzima: peroxidasa, fosfatasa alcalina, o biotina-avidina (EIA), para objetivar
la reaccion (54).

3.3.3 De visualizacion (Microscopia electronica)

Mediante el microscopio electronico es posible observar la morfologia de los viriones
presentes en muestras clinicas. La limitacion del método ademas del costo del microscopio,
es que necesita de una alta concentracion de viriones (aproximadamente 109 particulas
virales/ml, dependiendo del virus) presentes en la muestra, por ello es poco sensible. Esto
hace que sea una técnica poco utilizada, méas aun con el desarrollo de técnicas alternativas de
utilidad similar (85). EI microscopio electrénico nos permite, por ejemplo, obtener resultados
positivos rapidos de muestras de materias fecales de pacientes con diarrea, ya que tanto los
Rotavirus, como los Adenovirus, Coronavirus y Calicivirus pueden ser visualizados e
identificados como causantes de enfermedad. Por ejemplo, los Rotavirus poseen una forma
caracteristica en doble rueda y un tamafo distintivo, 70nm de diametro, y se los encuentra en
concentraciones de hasta 1011 particulas virales por gramo de heces. También en otras
muestras, como liquido vesicular, biopsia de tejidos, verrugas, orina 0 suero es posible
obtener resultados positivos, mediante coloracion negativa. Si la concentracion de virus en
la muestra clinica es baja, y por tanto no visible 7 directamente por microscopio electronico,
se pueden utilizar técnicas que aumenten la visualizacion, por ejemplo, la
inmunoelectromicroscopia, que consiste en el agregado de anticuerpos especificos antivirales
y la formacion de agregados de particulas que son mas facilmente visibles que las particulas
solas (85).
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3.3.4 Enzimoinmunoanalisis (EIA)

Los enzimoinmunoanalisis para la deteccion de antigeno se basan habitualmente en
la captura del antigeno por anticuerpos especificos unidos a una fase solida, en general el
pocillo de una microplaca o una pequefia esfera de plastico. El antigeno viral presente en la
muestra clinica se combina con el anticuerpo fijado a la fase sélida y el antigeno viral se
detecta mediante la adicion de otro anticuerpo especifico conjugado a una enzima. La enzima
conjugada suele ser peroxidasa o fosfatasa alcalina (79). El substrato para esas enzimas varia.
En la reaccién con la peroxidasa el substrato es un peroxido capaz de oxidar un compuesto
quimico incoloro que en su forma oxidada tiene un color caracteristico. En el caso de la
fosfatasa la desfosforilizacion es la responsable directa de la aparicion del color. Por esta
técnica se puede procesar gran numero de muestras en forma rapida y automatizada, no
requiriendo de un observador experimentado para leer los resultados, ya que estos se leen por
medio de espectrofotdmetros especialmente disefiados, siendo entonces una técnica mas
objetiva (79).

3.3.5 Test de Aglutinacion

El test de aglutinacidn es un método simple, de un solo paso, que a veces se usa para
la deteccion de antigenos virales en muestras clinicas. Los ensayos de aglutinacion, dependen
de la fijacién inicial de anticuerpos antivirales especificos sobre eritrocitos o particulas de
latex. Luego este reactivo se incuba con la muestra clinica en la cual se investiga el antigeno
y las particulas se aglutinan si el antigeno adecuado se encuentra presente. Estas pruebas en
general se complementan o se confirman por medio de otros ensayos debido al elevado
porcentaje de reacciones inespecificas. El test de aglutinacion ha sido usado para detectar
antigeno de Rotavirus en heces (el mas importante) mostrando una buena sensibilidad cuando
se lo compara con el EIA para Rotavirus. Ademas, es una técnica rapida y barata. También
se la ha usado para detectar antigenos de Adenovirus.

3.4 Eleccion de prueba diagndstica.

En la valoracion de los diferentes procedimientos de diagndstico descriptos, se
pueden considerar tres parametros de importancia fundamental que se define cada uno de
ellos de la siguiente manera:

Tabla 6. Parametros evaluados en la evaluacion de un método de diagndéstico y
su definicion. Elaboracion propia, Fuentealba, D., (2021)

PARAMETRO DEFINICION
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Sensibilidad Proporcion de personas con la infeccion que
reaccionan positivamente en la prueba
diagndstica realizada. Por ejemplo: Una
prueba diagndstica serd& mas sensible,
cuando detecte un mayor numero de
personas infectadas o enfermas.

Especifidad Es la proporcion de personas sin la infeccion
0 enfermedad que reaccionan como
negativos. Por ejemplo: Una prueba es mas
especifica cuando tiene menos reacciones
positivas entre las muestras de personas que
no tienen la enfermedad.

Valor Predictivo Es la probabilidad de tener la enfermedad
dado el resultado del test.

Valor Predictivo Positivo Es la probabilidad de tener la enfermedad si
el resultado del test es positivo.

Valor Predictivo Negativo Es la probabilidad de no tener la enfermedad
si el resultado del test es negativo

Los valores predictivos de los test lo determinan la sensibilidad, la especificidad y la
prevalencia de la enfermedad en la poblacion a la que se le aplique el test. Un test de alto
valor predictivo negativo serd aquel que tenga una alta especificidad y no necesariamente
una alta sensibilidad. Por el contrario, un test de alto valor predictivo positivo tendra que
tener una gran especificidad ya que debe acertar la positividad de las muestras realmente
positivas. Por ello un test ideal seria aquel que detectara el 100% de las personas con la
enfermedad y excluyera el 100% de las personas sin la enfermedad, no dando nunca
resultados falsos positivos o falsos negativos. Desafortunadamente, esto no ocurre con las
técnicas disponibles actualmente (96). En la eleccion del método diagnostico ademas de la
sensibilidad y especificidad se debe considerar aspectos operativos en las técnicas a ser
usadas, como ser: costos, complejidad técnica del ensayo, volumen necesario y preparacion
de la muestra, tiempo que requiere el proceso, disponibilidad comercial del kit de calidad
reconocida. Ademas, se debe considerar el nivel de complejidad del laboratorio y la
disponibilidad tecnoldgica y de recursos que requiere cada técnica (96).
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4. METODOS MOLECULARES DE DIAGNOSTICO VIRAL

4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés polymerase
chain reaction), es un método de biologia molecular desarrollado por Kary Mullis en la
década de 1980 (59). Esta técnica se basa en los procesos naturales que usa la célula para
replicar una nueva cadena de DNA complementaria a la hebra molde y asi obtener un gran
numero de copias de un DNA particular, para ello se emplean ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas con el prop6sito de separar las hebras del material genético recién
formado tras cada fase de replicacion para luego mediante una reaccion enzimatica poder

amplificarlas.
4.1.1 Fundamentos de la técnica

Este método de diagndstico presenta generalmente 6 etapas que son: inicio,
desnaturalizacion, alineamiento o unién al cebador, extension o elongacion de la cadena,
elongacion final y conservacion, donde en algunos casos se sefialan los basicos

correspondientes a desnaturalizacion, alineamiento y por Gltimo extension (39) (Figura 6).
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Figura 8: Etapas basicas de PCR. Banda azul: hebras de DNA. Banda roja: Cebadores.

Flechas: direccion polimerizacion. Tomado y adaptado de Khanacademy. (2020).

La etapa inicial de la PCR consiste en elevar la temperatura de la reaccion con el
objetivo de separar las cadenas de DNA por desnaturalizacién, obteniendo dos plantillas
monocatenarias para poder amplificarlas. En algunos casos la desnaturalizacion se hace por

adicion de sales u otros agentes quimicos (15).

El siguiente paso corresponde al alineamiento o union al cebador, estos son
oligonucle6tidos cortos (aproximadamente entre 18 y 30 nucleétidos) complementarios a
seccién del DNA que se quiere en este caso amplificar (secuencia diana), ubicandose uno al
comienzo de la cadena monocatenaria y otro al final (13). La union del cebador a la hebra
molde requiere de la disminucion de temperatura en la reaccion, entre 40 — 68°C durante 20-
40 segundos (33).
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En la etapa de extension o elongacion de la cadena, se eleva nuevamente la
temperatura permitiendo asi la extensiébn de la Taq polimerasa, esta afade los
deoxinucledsidos trifosfatos (INTP) en direccion 5° a 3’ sintetizando nuevas hebras de DNA.
Se usa la Taqg polimerasa ya que esta proteina tiene la capacidad de soportar temperaturas

altas que pueden llegar a los 80 °C sin desnaturalizarse.

Por ultimo, en algunos casos se eleva la temperatura de 70 a 74°C durante un periodo
de 5 -15 minutos para asegurarse que no queden hebras de DNA sin ser amplificado, ademas
se incluye un paso Illamado conservacion durante aproximadamente 10 minutos con el

objetivo de sobrellevar la reaccion a corto plazo (70).

Una vez terminada la amplificacion se puede utilizar un método Ilamado

electroforesis para verificar la cantidad y tamafio de los fragmentos de DNA producidos.

4.1.2 Ventajas comparativas

La principal ventaja de la PCR es que permite generar millones de copias de material
genético a partir de una o muy pocas copias de DNA, presenta también una alta especificad
por lo que puede diferenciar especies de microorganismos muy cercanos evolutivamente y
por ultimo puede detectar infecciones virales de forma precoz (20), ademas se ha evidenciado
una alta sensibilidad y especificad de la PCR en infecciones perinatal de VIH en comparacion
con el cultivo viral y el antigeno p24 (19), y también se ha identificado un mayor nimero de
muestras positivas en muestras bovinas por PCR en comparacion con ensayos como ELISA
y AGID para la deteccién del virus de leucosis (37).

4.1.3 Limitaciones

Una de las limitaciones de la reaccion de PCR es el requerimiento de personal
altamente especializado ya que uno de los principales problemas radica en la contaminacion
inherente de la muestra que pueden conducir a resultados erroneos, ademas posee ciertos
problemas de reproducibilidad por lo que dificulta su estandarizacién para ser llevado a cabo

por personal no capacitado (37). Otro punto importante es el tiempo de resultado
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relativamente largo 2 a 5 horas, demorandose hasta 72 horas en ser entregados al paciente en
los servicios sanitarios chilenos para detectar el SARS-COV-2, a diferencia de por ejemplo
los test rapidos, con un tiempo de espera de aproximadamente 30 minutos (78). Ademas, esta

técnica es relativamente costosa sin considerar la instrumentacion necesaria. (37)

Por Gltimo, con respecto a la técnica, solo durante la fase exponencial de la reaccion
de PCR es posible extrapolar hacia atras para determinar la cantidad inicial de la secuencia
diana contenida en la muestra. la reaccion de PCR finalmente deja de amplificar la secuencia
diana a una velocidad exponencial y se produce un "efecto meseta" debido a los inhibidores
de la reaccion de la polimerasa que se encuentran en la muestra, la limitacion del reactivo, la
acumulacion de moléculas de pirofosfato y el autoanillado del producto acumulado, haciendo
que la cuantificacién del punto final de los productos de PCR no sea confiable. Este es el
atributo de la PCR que hace que la PCR cuantitativa (q-PCR) en tiempo real sea tan necesaria
(59).

4.1.4 Variantes
4.1.4.1 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real es una variante de la PCR normal en el que ademas de la
amplificacion del material genético es posible cuantificarlo. Para ello es necesario emplear
fluoréforos que pueden ser de dos tipos: de afinidad al DNA o sondas especificas para
fragmentos de DNA, es decir sélo emiten fluorescencia cuando se ha amplificado el material
genético. Finalmente, se realiza la amplificacion (sintesis) del ADN o ADNc en un
termociclador acoplado a un sistema éptico, que monitorea la sefial de los fluoréforos usados
para detectar el producto amplificado. Debido a que la fluorescencia de éstos aumenta
conforme el producto se amplifica, se combinan los procesos de amplificacién y deteccion

en una sola etapa (3).
4.1.4.2 PCR transcriptasa reversa

La técnica PCR con transcriptasa reversa permite la amplificacion de material
genético a partir de RNA formando DNA complementario (DNAc) usando una enzima
Ilamada transcriptasa reversa. Puede utilizarse como método de deteccion de genes, estudiar

el material genético de virus RNA como los retrovirus entre ellos el VIH o el virus de la
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gripe. Actualmente se usa la técnica RT-PCR en tiempo real para diagnosticar la infeccién
por el virus SARS-COV-2 (virus RNA), siendo el més usado en Chile desde el inicio del
diagndstico del virus en la poblacion (1).

extraccion retro
muestra del ARN transcripcion PCR

> >

> > > —> deteccion

genoma doble
cadena ARN cadena
sencilla ADN

amplificaciéon

Figura 9: Representacion funcionamiento PCR transcriptasa reversa. Elaboracion
propia, Fuentealba, D., (2021).

4.1.43 PCR insitu

Con la explosion en la identificacion de virus "nuevos" en practicamente cualquier
especie animal examinada, el dilema se convierte en vincular la presencia de un virus
responsable de una patologia en el individuo afectado. Como se sefial6 anteriormente, esto
se puede hacer utilizando inmunofluorescencia o inmunohistoquimica. Un problema con
estas técnicas, particularmente con un agente recién descubierto, es que no se tienen los
anticuerpos necesarios para su diagnostico. La alternativa a los sistemas de deteccion de
anticuerpos es el uso de sondas de acido nucleico (FISH—hibridacién in situ fluorescente).
Estas corresponden a regiones conservadas del genoma se sintetiza con una etiqueta
fluorescente en el extremo 50 (6-carboxifluoresceina como ejemplo). Desde la evaluacion

histopatolégica de muestras de tejido, pueden seleccionarse cortes que muestren una lesion
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caracteristica asociada con la enfermedad clinica. La aplicacion de la sonda especifica del
virus a la seccion de tejido permite determinar si el agente es especificamente asociado con

las lesiones en conjunto a la inespecifica sefial de PCR positiva de un extracto de tejido (33).

Esta variacion de PCR como dice su nombre, se realiza en secciones histoldgicas o
células que pueden ser visualizadas en el sitio de amplificacion puede ser mediante dos

mecanismos:

¢+ PCR-hibridacion in situ (PISH): Consiste en realizar una PCR sobre el corte de tejido o
la extension citolégica y despues detectar el DNA amplificado mediante hibridacion in
situ con sondas complementarias marcadas colorimétricamente (avidina-biotina-
peroxidasa).

% PCR in situ (en sentido estricto): Consiste en realizar una PCR sobre el corte de tejido o
la extension citoldgica utilizando nucledtidos (dNTPs) o cebadores marcados

colorimétricamente o con fluorescencia. (23)

4.1.4.4 PCR multiple

Esta variante de PCR lleva su nombre ya que puede amplificar simultdneamente mas
de una hebra de DNA, combinandose mdltiples parejas de cebadores, con la precaucion de
estar lo suficientemente lejos unas de otras para que las amplificaciones no interfieran entre
si. (23)

Los ensayos de PCR multiplex se utilizan ahora con frecuencia para detectar la
presencia de una variedad de virus implicados en sindromes especificos como infecciones
respiratorias, por ejemplo: Influenza virus (INF) A'y B, virus de la parainfluenza (P1V) tipos
1, 2, 3y 4, virus respiratorio sincitial humano, metaneumovirus humano (hMPV), rinovirus
humanos (RV), coronavirus humanos y coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV), humano enterovirus (EV) y adenovirus. Entre sus desventajas, incluyen costos
de puesta en marcha mas altos, costos de reactivos mas altos y capacitacion extensa y

especifica para laboratorios especializados y equipo especializado para su funcionamiento.
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4.1.4.5 PCR anidada

Se realizan dos PCR consecutivas de 25 a 30 ciclos cada una. En la primera se utilizan
un par de cebadores llamados externos; en la segunda se usan cebadores complementarios a
secuencias de ADN contenidas en los fragmentos que se amplificaron en la primera PCR
(lamados cebadores internos) que flanquean una regién central que es la que queremos
amplificar. EI fundamento de esta técnica es que los productos de la primera amplificacion
son un molde ideal para la segunda amplificacion, mucho mejor que el ADN genémico
original. Dada su enorme sensibilidad, uno de los peligros de esta técnica es la

contaminacion, por lo que su utilizacion es dificil en laboratorios de rutina. (23)

4.2.1 Secuenciaciéon masiva.

En 1975, Sanger y Coulson publicaron el primer método enzimético para secuenciar
el DNA a través de la incorporacion de dideoxinucleodtidos terminales, y poco después
lograron secuenciar el genoma del bacteriéfago Phi-X174, que fue el primer acido nucleico
totalmente secuenciado en la historia de la humanidad (31). En los Gltimos afios se han
desarrollado nuevas plataformas de secuenciacion denominadas de alto rendimiento o nueva
generacion (NGS por sus siglas en inglés) que son capaces de generar de forma paralela y
masivamente millones de copias de material genético en un Gnico proceso de secuenciacion,
elevando significativamente su rendimiento a un menor coste y ofreciendo ventajas

significativas respecto a los sistemas convencionales de secuenciacion (54).

4.2.1.1 Fundamentos de la técnica.

El gran avance que alterd para siempre el progreso de la tecnologia de secuenciacion
de DNA se produjo en 1977, con el desarrollo de la técnica de "terminacion de cadena” o
didesoxi de Sanger. Esta técnica utiliza analogos quimicos de los desoxirribonucle6tidos
(dNTP) que son los monémeros de las cadenas de DNA. Los didesoxinucleétidos (ddNTP)

carecen del grupo hidroxilo 3 ' que se requiere para la extension de las cadenas de DNA'y,
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por lo tanto, no pueden formar un enlace con el fosfato 5’ del siguiente ANTP (36). La mezcla
de ddNTP radiomarcados en una reaccion de extension de DNA a una fraccion de la
concentracion de dNTP estandar da como resultado la produccion de hebras de DNA de cada
longitud posible, ya que los didesoxinucleétidos se incorporan aleatoriamente a medida que
la hebra se extiende, deteniendo la progresion adicional. Al realizar cuatro reacciones
paralelas que contienen cada base de ddNTP individual y ejecutar los resultados en cuatro
carriles de un gel de poliacrilamida, se puede utilizar la autorradiografia para inferir cual era
la secuencia de nucledtidos en la plantilla original, ya que habra una banda radioactiva en el
carril correspondiente. en esa posicion del gel (ver figura 8). Aunque se trabajaba con el
mismo principio que otras técnicas (el de producir todas las posibles secuencias de longitud
incremental y etiquetar el nucledtido final), la precision, robustez y facilidad de uso llevaron
al método de terminacion de cadena didesoxi, o simplemente, secuenciacion de Sanger, a

convertirse en la tecnologia mas comun utilizada (35).
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Figura 10. Tecnologia de secuenciacion de DNA de primera generacion. El ejemplo de
ADN que se va a secuenciar (a) se ilustra mediante secuenciacién de Sanger (b) o Maxam-
Gilbert (c), los fragmentos generados a partir de cualquiera de las metodologias se pueden
visualizar mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida de alta resolucion (d). Tomado
de Heather y col (2016).

4.2.1.2 Secuenciacion de primera generacion

La secuenciacion de primera generacion se baso en la utilizacion de métodos y
técnicas bioquimicas capaces de cortar cadenas de RNA en sitios especificos y ya
reconocidos (35), el procedimiento general de las técnicas de secuenciacion incluye 5 etapas,

que son:

Tabla 7: Etapas de la secuenciacion en general con su definicién correspondiente.
Elaboracion propia Fuentealba, D., (2021)

ETAPA DEFINICION

Fragmentacién del DNA Generacion de pequefios fragmentos de
distinto tamafio, luego se unen a sus
extremos moléculas Ilamadas adaptadores
(La unién del adaptador mas el fragmento
de DNA se conoce como libreria)

Enriquecimiento (opcional) Consiste en seleccionar exclusivamente las
areas de interés antes de la secuenciacion.

Ligacion Unién del material amplificado a una
superficie solida donde se llevara a cabo la
reaccion de secuenciacion.

Secuenciacién Uso de métodos y técnicas bioguimicas con
el proposito de determinar el orden del
material genético, tanto la secuenciacion y

deteccion de las bases ocurren al mismo
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tiempo en todas las moléculas de ADN
(secuenciacion masiva y paralela)
Creacion de archivos Creacién de una base de datos con la
informaciéon de la secuenciacién 'y
alineamiento de las lecturas contra un

genoma de referencia.

Los dispositivos de secuenciacion de primera generacién producen lecturas de
aproximadamente 1 Kilobase (Kb) de longitud (considerando que el Homo-sapiens consta de
unos 3200 millones de pares de bases (102), por lo tanto, para analizar fragmentos mas largos,
los investigadores utilizaban ‘‘fragmentos de escopeta’’ en el que el material genético

superpuesto se clonaba y se secuenciaba por separado (35).
4.2.1.3 Secuenciacién de segunda generacion:

Con el desarrollo de esfuerzos de secuenciacion didesoxi a gran escala, aparecio otra
técnica que prepard el escenario para la primera ola en la proxima generacion de
secuenciadores de DNA. Este método diferia de los métodos existentes en gque no infirio la
identidad de nucle6tidos mediante el uso de dNTP u oligonucleétidos marcados con radio o
fluorescencia antes de visualizar con electroforesis. En su lugar, los investigadores utilizaron
un método luminiscente descubierto recientemente para medir la sintesis de pirofosfato: este
consistia en un proceso de dos enzimas en el que se usa ATP sulfurilasa para convertir el
pirofosfato en ATP, que luego se usa como sustrato para la luciferasa, produciendo asi luz
proporcional a la cantidad. de pirofosfato (35).

Las maquinas de secuenciacion de segunda generacion fueron un cambio de
paradigma en el sentido que permitieron la paralelizacion masiva de reacciones de

secuenciacion, aumentando la cantidad de DNA que se puede secuenciar (35).
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Figura 11. Tecnologia de secuenciacion de DNA de segunda generacion. PCR en
emulsion (a), PCR puente (b). Tomado y adaptado de Pareek, C y col (2011) (36)

Estas plataformas de segunda generacion pueden generar entre quinientos millones
de bases de secuencia sin procesar y miles de millones de bases en una sola ejecucién. En la
PCR en emulsion (Ver figura 9, A), la mezcla de reaccion consiste en una emulsion aceite-
agua creada para encapsular complejos entre el DNA y nanoesferas, dentro de goticulas de
agua. Tras la emulsidn, se lleva a cabo la amplificacion, de tal manera que cada nanoesfera
gueda recubierta por varios miles de copias de la misma secuencia molde formando una
polonia. En la PCR puente (B), la secuenciacion tiene lugar sobre una placa de vidrio, sobre
la que estan dispuestos adaptadores complementarios a los adaptadores anclados en las
secuencias desnaturalizadas a secuenciar. Asi, cada fragmento de DNA monocatenario se
unira por uno de sus extremos a uno de los oligonucle6tidos complementarios presentes en
la placa. Tras la accion de la polimerasa, que utiliza estos adaptadores como cebador, se

sintetiza la cadena complementaria, quedando inmovilizada. Seguidamente, tendré un nuevo

57




ciclo de desnaturalizacion, provocando que las hebras desnaturalizadas formen puentes
gracias a la union de su extremo libre con otro de los adaptadores inmovilizados en la placa.
Este proceso se repite varias veces, hasta formar lo que se conoce como clusters, una

agrupacion de secuencias idénticas inmovilizadas sobre una superficie sélida. (68).

4.2.1.4 Secuenciacion de tercera generacion.

En las plataformas HT-NGS de segunda generacion discutidas anteriormente, el
principio se basaba en la amplificacion por PCR en emulsion de fragmentos de DNA, para
hacer que la sefial de luz sea lo suficientemente fuerte para la deteccion de bases confiable
por las camaras CCD (Dispositivo de carga acoplada). Aunque la amplificacion por PCR ha
revolucionado el anélisis de ADN, en algunos casos puede introducir errores de secuencia de
bases o favorecer ciertas secuencias sobre otras, cambiando asi la frecuencia relativa y la
abundancia de varios fragmentos de ADN que existian antes de la amplificacion. Para superar
esto, se podria lograr la miniaturizacion final en la nanoescala y el uso minimo de
bioquimicos si la secuencia pudiera determinarse directamente a partir de una sola molécula
de DNA, sin la necesidad de amplificacion por PCR y su potencial de distorsion de los niveles
de abundancia. Esta secuenciacion de una sola molécula de DNA ahora se denomina "tercera
generacion de tecnologia HT-NGS”. EIl concepto de secuenciacion por sintesis sin una etapa

de amplificacion previa, es decir, secuenciacion de una sola molécula (35).
4.2.1.5 Utilidad en investigacion y diagnostico viral.

El hito de la secuenciacion del genoma humano fue logrado por dos grupos de
cientificos utilizando estrategias diferentes de secuenciacién (68), con ello se han podido
detectar distintos tipos de variaciones genomicas y mutaciones en distintos tipos de

organismos e incluso en virus (35).

La actual pandemia surgi6 durante la era de la epidemiologia genémica impulsada
por los continuos avances en la secuenciacion de proxima generacion. Desde su reciente
aparicion, la epidemiologia gendmica permitié la identificacion precisa de nuevas cepas 0
especies de agentes patdgenos y la reconstruccion de su variabilidad genética en tiempo real,

lo que se hizo evidente en los brotes de influenza HIN1, MERS y SARS. Sin embargo, la
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escala global y descontrolada de esta pandemia ha generado una situacion que obligo a
utilizar de forma masiva herramientas de la epidemiologia genémica como la répida
identificacion del SARS-CoV-2 y el registro de nuevas cepas y su vigilancia activa en todo
el mundo. Antes de la pandemia de COVID-19 la disponibilidad de datos gendémicos de
agentes patdgenos circulantes en varios paises de Latinoamérica era escasa o nula (16). Con
la llegada del SARS-CoV-2 dicha situacion cambié significativamente, aunque la cantidad
de informacidn disponible sigue siendo escasay, en paises como Colombia, Brasil, Argentina
y Chile, la informacion gendémica del SARS-CoV-2 provino principalmente de grupos de
investigacion en epidemiologia gendmica mas que como producto de una politica o programa
de vigilancia en salud publica (6). Por lo tanto, esta pandemia ha puesto de manifiesto la
importancia de la secuenciacién gendémica en dos aspectos clave en enfermedades
infecciosas, la identificacion rapida del patégeno que causa la infeccidn, y su caracterizacion,
seguimiento y evolucion que faciliten el control de la infeccion. El estado de desarrollo de la
secuenciacion y de su metodologia de andlisis en las unidades de genémica y bioinformética
de los centros de investigacion y sanitarios ha facilitado enormemente su aplicacion durante
esta pandemia, aunque es necesario llegar a protocolos estandarizados y armonizados que

permitan la comparacion de datos de una forma fidedigna (102).
4.2.1.6 Ventajas comparativas.

La secuenciacion masiva como se ha dicho anteriormente, permite detectar distintos
tipos de mutaciones en un tiempo relativamente corto dependiendo de la cantidad de pares
de bases que se quiera secuenciar y dia a dia se estan realizando mejoras continuas con el
propdsito de que sea mas eficiente. Su uso radica principalmente en la epidemiologia de las
enfermedades infecciosas y se complementa con las otras técnicas de diagnostico como la
PCR.

La secuenciacion masiva ha transformado la microbiologia, sobre todo desde que se han
reducido los costes y los tiempos de analisis, gracias al desarrollo de la bioinformatica, que
va generando nuevos programas de andlisis. La masiva generacion de datos requerira cada
vez mas inversiones en grandes centros de supercomputacion, y el desarrollo de programas
de cddigo abierto serd cada vez mas profuso, aunque, paralelamente, se comercializaran

paquetes de uso bioinformatico que requerirdn minimos conocimientos técnicos (9).
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4.3.1 Citometria de flujo

A grandes rasgos, la citometria de flujo es una tecnologia que proporciona un analisis
multiparamétrico rapido de células individuales en solucién, estos utilizan laseres como
fuentes de luz para producir sefiales de luz tanto dispersas como fluorescentes que son leidas
por detectores como fotodiodos o tubos fotomultiplicadores. Estas sefiales se convierten en
sefiales electrénicas que son analizadas por una computadora y escritas en un archivo de

datos de formato estandarizado (55).

Esta tecnologia es una herramienta poderosa que tiene aplicaciones en inmunologia,
biologia molecular, bacteriologia, virologia, biologia del cancer y monitoreo de
enfermedades infecciosas que ha visto avances dramaéticos en los udltimos 30 afios,
permitiendo detalles sin precedentes en los estudios del sistema inmunoldgico y otras &reas
de la biologia celular (55). También, es un instrumento sofisticado que mide mdaltiples
caracteristicas fisicas de una sola celda, como el tamafio y la granularidad, simultdneamente
mientras la celda fluye en suspension a través de un dispositivo de medicion. Su
funcionamiento depende de las caracteristicas de dispersion de la luz de las células bajo
investigacion, que pueden derivarse de colorantes o anticuerpos monoclonales dirigidos a
moléculas extracelulares ubicadas en la superficie 0 moléculas intracelulares dentro de la
célula (2).

4.3.1.1 Fundamento de la técnica.

Un citometro de flujo tradicional consta de tres sistemas los que se encuentran:
sistema fluidico o sistema de fluidos, sistema Optico y sistema electrénico (55) que se

describen a continuacion:
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Tabla 8: Sistemas que se encuentran en un citometro de flujo tradicional con su

respectiva descripcion. Elaboracion propia, Fuentealba, D., (2021)

SISTEMA FUNCIONAMIENTO

De fluidos Fluido envolvente (generalmente una
solucion salina tamponada) que se presuriza
para administrar y enfocar la muestra al
punto de intercepcién o interrogacion del
laser donde se analiza la muestra.

Optico Opticas de excitacion (laseres) y Opticas de
recogida (tubos fotomultiplicadores o0 PMT
y fotodiodos) que generan las sefiales de luz
visible y fluorescente que se utilizan para
analizar la muestra.

Electronico Convierte las sefiales de los detectores en
sefiales digitales que pueden ser leidas por

una computadora.

En el sistema de fluidos su funcion principal es alinear y transportar células dentro de
una camara de flujo hacia el haz de luz, por lo tanto, es necesario que la muestra se encuentre
suspendida en un fluido, en el cual se aplica una propiedad hidrodindmica que consiste en la
inyeccidn de la muestra en el centro de una corriente de fluido envolvente, el cual puede ser
agua o un buffer de fosfatos (87). Lo anterior se logra porque la presion de la muestra es
mayor que la presion del liquido envolvente por lo que gracias a este sistema, las células
pueden ser alineadas en “fila india”, y de esta manera se asegura que el haz de luz incida

sobre una célula a la vez (70) (Ver figura 10).

El sistema dptico estd compuesto por laseres y filtros, que se encargan de iluminar a
las células y dirigir las sefiales resultantes hacia los detectores apropiados. Las células, al ser
incididas por el laser, tendran la capacidad de dispersar la luz de acuerdo con su tamafio y su
granularidad. En caso de que la luz se disperse frontalmente, se obtendra un parametro
denominado FSC (forward scatter), que indica el tamafio de la célula (aunque tambiéen se
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puede realizar en particulas virales) (Figura 11). Por tal motivo, aquellas células marcadas
con fluorocromos serén excitadas por el laser y la luz sera dirigida hacia un detector, el cual
recibird la longitud de onda emitida por la excitacion del fluorocromo. Gracias a este sistema,
se puede conocer el tamafio y la granularidad de la célula, asi como las proteinas que se
expresan (marcadores), permitiendo asi la identificacion de diferentes tipos celulares. A
medida que el citbmetro posea mas detectores, mayor serd su capacidad para identificar

poblaciones celulares (55).

Dispersion lateral (SSC)

Dispersion
frontal (FSC)

Laser

Figura 12. Representacion del sistema O6ptico de un citometro de flujo

tradicional. Tomado y adaptado de McKinnon y col. (2018).

Como se menciono anteriormente, el marcaje celular con anticuerpos monoclonales
acoplados a fluorocromos, representa un paso crucial para la identificacion de subtipos
celulares mediante el uso de la técnica de citometria de flujo. Los anticuerpos monoclonales
permiten detectar y “etiquetar” poblaciones especificas de células (2). Esta tecnologia
consiste en la creacion de un anticuerpo que sea capaz de unirse a una estructura especifica
(antigeno), mismo que se expresa en el tipo celular que se requiere identificar.
Adicionalmente, este anticuerpo debe contener una union covalente a un fluorocromo, que
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emitird luz fluorescente cuando sea excitado por el laser (2) de este modo, la célula se “tifie”

y facilitara la identificacion de las células que se unieron al anticuerpo o marcador (71).

Por dltimo, los resultados obtenidos pueden ser representados mediante diferentes

estilos, desde una gréfica de puntos hasta una figura tridimensional; la clave se centra en

seleccionar los gréficos que reflejen los resultados con precision y sin generar confusiones

(72).

Los distintos gréficos que podemos encontrar en resultados de citometria de flujo se

muestran a continuacion

Tabla 9: Descripcion de los distintos graficos que se pueden encontrar como resultado

en la técnica de citometria de flujo. Elaboracion propia, Fuentealba, D., (2021)

Graéfico de puntos

Grafico de densidad

Histograma

Este grafico muestra la relacion entre dos
marcadores diferentes y muestra a cada
punto como un evento (se define como
evento a cualquier particula que haya sido
excitada por el laser).

Estos gréaficos, ademas de representar a las
poblaciones con base en la expresion de dos
marcadores, muestran la frecuencia relativa
(densidad) de las poblaciones mediante
colores cercanos al naranja (grafico
pseudocolor), o mediante lineas.

Los histogramas muestran la intensidad de
expresion de un marcador versus el nimero
de eventos. El desplazamiento de la curva
hacia la derecha indica mayor expresion del
marcador, mientras que la altura del pico
indica la frecuencia de las células

capturadas.
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Gréficos 3D Este tipo de gréaficos permite comparar a las
poblaciones con respecto a la expresion de
tres marcadores diferentes y la frecuencia

relativa.

4.3.1.2 Utilidad en investigacion y diagnostico viral.

Por tratarse de una técnica de identificacion y cuantificacion especifica de células, la
citometria de flujo facilita el diagndstico o seguimiento de patologias como leucemias,
linfoma, inmunodeficiencia primaria, monitoreo del estado hematoldgico de pacientes con

infeccion de VIH, asi como la deteccidn de células cancerosas o tumorales (55).

Actualmente, la citometria de flujo es una poderosa herramienta para el diagnostico,
clasificacion y determinacion del prondstico de diversas enfermedades, no obstante, es
imprescindible vincular la investigacion biomédica con la investigacion clinica, y de esta
manera, fortalecer la caracterizacion de nuevas poblaciones celulares que se encuentren

implicadas en el desarrollo de estas patologias (2).

En el mundo globalizado de hoy la citometria de flujo ha mostrado a lo largo y ancho
del planeta ser de gran utilidad para la deteccion o identificacion de microorganismos desde
bacterias hasta diferentes familias de virus incluyendo Baculoviridae, Herpesviridae,

Myoviridae, Picordnaviridae, Retroviridae, Rotavirus, entre otros (87).

Varios estudios han descrito las caracteristicas bioldgicas e inmunoldgicas de las
epidemias de coronavirus anteriores (SARS, MERS) y la mayoria de los investigadores han
utilizado la citometria de flujo para describir los cambios en los linfocitos T y B, asi como el
papel de las células inflamatorias en la inmunopatogénesis de la enfermedad. Actualmente,
se dispone de informacion muy limitada sobre el estado inmunolégico innato del huésped de
los pacientes infectados con SARS - CoV - 2 y con respecto a la descripcion del aumento de
neutrofilos totales, reduccion de linfocitos totales y aumento de los niveles séricos de IL - 6
y de proteina C reactiva. lo que sugiere una fuerte respuesta inflamatoria en estos pacientes
(16).
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4.3.1.3 Ventajas comparativas.

Las ventajas que proporciona la citometria de flujo frente a otros métodos que
emplean fluorocromos es que se puede utilizar para medir muchos parametros, y obtener
medidas cualitativas y cuantitativas de cada célula, siendo una técnica con alta sensibilidad,
especificidad y objetividad. Ademas, puede utilizarse de forma muy sencilla para diferenciar
poblaciones celulares y determinar diferencias en tamafio y/o complejidad en nuestras células
favoritas por tratamientos o condiciones determinadas. Y también nos sirve para medir, en
general, cualquier elemento que podamos marcar en la célula, desde marcajes muy simples,
como transfecciones con GFP, hasta dobles marcajes con anticuerpos secundarios, entre otros
pardmetros (87).

4.3.1.4 Avances y descubrimientos

La disponibilidad de métodos de alta capacidad de procesamiento, el incremento
continuo de las capacidades de los sistemas de computacién, los nuevos desarrollos en los
softwares para analisis y la creatividad de los investigadores han acelerado los
descubrimientos en la gendmica, protedmica y los campos relacionados en el mundo. El
conocimiento obtenido en estas areas augura un futuro promisorio para entender el impacto
directo que los microorganismos tienen no sélo en la vida humana, sino que también en

distintas areas como aplicaciones industriales, veterinaria, agricultura, entre otros (2).

A continuacién, se presenta una tabla resumen con los distintos métodos moleculares

descritos.

Tabla 10: Ventajas y desventajas de los métodos de diagndstico molecular descritos en
la revision. Elaboracion propia, Fuentealba, D., (2021)

TECNICA DE BIOLOGIA VENTAJAS DESVENTAJAS
MOLECULAR
PCR simple y maltiple -Mayor rapidez que los -Técnicamente puede ser un
métodos basados en reto optimizar las
cultivos. condiciones de PCR
-Alta especificidad y
sensibilidad
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PCR en tiempo real

Secuenciacion Masiva

Citometria de flujo

-PCR multiple: Detecta
varios patogenos al
mismo tiempo.
-Automatizados
-Resultados precisos y
exactos a partir de la
deteccion genética
especifica
-Diferenciacion de varios
serotipos de
microorganismaos.

-Es més especifica y
sensible que los métodos
de cultivo

-No se encuentra
influenciada por la
amplificacion no
especifica, esta puede
ademas ser monitoreada
en tiempo real.

-Alta precision y
sensibilidad.

-Més rapido que los
métodos basados en
cultivo

-Alta sensibilidad y
especifidad.

-Mas rapido que los
métodos basados en
cultivo.

-Se requiere
enriquecimiento para
deteccion

-Se necesita procesamiento
post- PCR de los productos
(electroforesis)

-Costosa

-Requiere personal
calificado para su
funcionamiento.

-Dificultad en ensayos
multiples

-Labilidad del ARNm
-Posibilidad de
contaminacion cruzada.
-Requiere personal
calificado parasu
manipulacion

-Costosa.

-Requiere personal
calificado para su
funcionamiento.

-Su uso radica més en la
epidemiologia como tal mas
que en el diagnostico
-Costosa.

-Requiere personal
calificado para su
manipulacion.
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CONCLUSIONES

Hoy en dia, la tendencia en el diagndstico viral consiste en emplear nuevas y mas
sensibles tecnologias de deteccion de antigenos y de investigacion de acidos nucleicos con
el proposito de lograr un diagnostico viral mas rapido y efectivo. Las técnicas de biologia
molecular presentan varias ventajas, entre ellas su rapidez, costo/beneficio y el hecho de que
el resultado no es facilmente alterado por la calidad de la muestra y momento de recoleccion

de ésta en relacion al inicio de los sintomas.

La velocidad de implementacion de técnicas de biologia molecular en laboratorios
de virologia no ha sido muy réapida, considerando los costos directos e indirectos que se
requieren. Hasta ahora, la inmunofluorescencia es indirecta han sido la técnica de deteccion
mas utilizada, por ser barata, rapida y facil de implementar. Sin embargo, los costos de las
técnicas de biologia molecular han tenido una reduccion consistente, dada la capacidad de
andlisis simultaneo de multiples virus, lo que reduce volimenes de reactivos utilizados y

aumentan el grado de automatizacion de la técnica.

La patogenia y la epidemiologia ayudan a tomar decisiones con respecto a la prueba
correcta para elegir un diagnostico apropiado. Los avances en la especificidad y sensibilidad
y la capacidad para realizar pruebas para una variedad de virus a través de mdltiples
plataformas hacen un diagnéstico preciso e identificacion rapida de virus circulantes para
obtener datos clinicos relevantes. Posibilitar nuevas técnicas para la identificacion de virus
emergentes y reemergentes. La calidad de las muestras, la historia clinica y la presentacion
del paciente y la estrecha colaboracién entre el médico, el patélogo y el laboratorio siguen

siendo fundamentales para datos de diagnéstico para una mejor gestion del paciente.

Las pruebas moleculares han mejorado enormemente la capacidad del laboratorio
para diagnosticar infecciones virales. EI aumento de la sensibilidad significa que los
pacientes infectados seran diagnosticados con mayor precision y mas a menudo,
especialmente en momentos durante el curso de su infeccién cuando estan diseminando
niveles bajos de virus que ser pasado por alto por pruebas no moleculares. El beneficio de un

diagnostico més preciso es cuadruple: primero, beneficia al paciente en términos de recibir
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los medicamentos antivirales apropiados; en segundo lugar, ayuda a controlar las infecciones
médicos en la provision de medidas apropiadas de control de infecciones, como la contencion
de gotas cuando sea necesario para minimizar el riesgo de diseminacion nosocomial; tercero,
puede detener la basqueda de un diagnoéstico incluso si no hay un agente antiviral beneficioso
para el virus que se encontro; y cuarto, proporciona mas informacion precisa a las autoridades
de salud publica sobre qué virus estan circulando en la comunidad para que puedan ajustar

la politica de salud publica en consecuencia.
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