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Resumen

El virus de la Influenza (Flu) ha sido causante de diversas pandemias que han producido millones de muertes a nivel mundial, siendo
necesario un diagnostico diferencial al producir un cuadro clinico similar al de infecciones producidas por otros virus respiratorios.
El diagnodstico oportuno y certero de infeccion por Influenza virus empleando pruebas de laboratorio, permite una mejor toma de
decisiones en el dmbito médico, de tal manera que se pueda administrar un tratamiento adecuado, disminuir complicaciones y costos de
hospitalizacion. A pesar de existir diferentes alternativas de métodos de diagnoéstico, desde técnicas tradicionales como el cultivo viral o
la inmunofluorescencia, hasta técnicas de deteccion de acidos nucleicos, todas presentan ventajas y desventajas en cuanto al tiempo de
procesamiento y entrega de resultados, sensibilidad, especificidad, experticia del personal, costos e infraestructura del laboratorio, siendo
estos factores importantes a considerar para la implementacidn de nuevas técnicas en los laboratorios clinicos.
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Abstract

The Influenza virus (Flu) has been the cause of several pandemics that have produced millions of deaths worldwide, requiring a differential
diagnosis to produce a clinical picture similar to infections caused by other respiratory viruses. The timely and accurate diagnosis of
infection by influenza virus using laboratory tests, allows better decision making in the medical field, so that appropriate treatment can
be administered, reduce complications and hospitalization costs. Despite the existence of different diagnostic methods alternatives, from
traditional techniques such as viral culture or immunofluorescence, to nucleic acid detection techniques, all of them have advantages
and disadvantages in terms of processing time and delivery of results, sensitivity, specificity, laboratory expertise, costs and infrastructure.

These factors are important to consider for the implementation of new techniques in clinical laboratories.

Keywords: Influenza, diagnosis, laboratory.

La influenza, también conocida como “Flu” o gripe, es una
infeccion viral aguda de las vias respiratorias con sintomas
parecidos al resfrio comin'* Las infecciones por influenza
pueden generar neumonia e insuficiencia respiratoria aguda,
complicandose por la co-infeccién bacteriana’.

La influenza puede tener un comportamiento endémico,
epidémico o de pandemia’, especialmente en estaciones de
invierno. Los tipos A y B causan epidemias estacionales de
influenza*. Hasta la fecha se han reportado que las pandemias
por influenza causaron la muerte de aproximadamente 60
millones de personas®. Las pandemias, estan relacionadas con
la aparicion de una cepa recombinada que a menudo provoca
un aumento de la morbilidad con un enorme impacto clinico
y econémico’. Por lo que el diagndstico de la influenza es
importante para la toma de decisiones en el manejo del
paciente®.

El objetivo del presente articulo es el de realizar una revision
de las técnicas laboratoriales disponibles como alternativas
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de diagndstico para Influenza. A lo largo del tiempo las
pruebas de laboratorio para este virus fueron cuestionadas
por la sensibilidad limitada, los tiempos prolongados de
procesamiento y entrega de resultados. Sin embargo, con el
avance de la tecnologia existe un desarrollo de ensayos mas
rapidos y precisos para la deteccién de la Influenza, por lo
que el diagnostico laboratorial se ha convertido en una piedra
angular de la prevencion, contencidn, vigilancia y tratamiento
de enfermedades asociadas®.

Revision bibliografica

El diagndstico oportuno de Influenza contintia siendo un
desafio para la salud publica, ya que, segtn la Organizacién
Mundial de la salud, las epidemias de Influenza causan de 3
a 5 millones de casos severos y de 300 000 a 500 000 muertes
a nivel mundial cada afo’. En el caso de Bolivia, para el 2019
el porcentaje de positividad para influenza aumenté con la
circulacion concurrente de los virus A(H3N2), A(HIN1)
pdmo09 y B®. En nuestro medio, a pesar de la incidencia de
la Influenza, las alternativas de diagnodstico siguen siendo
limitadas por los costos y accesibilidad a estos servicios.

A pesar de que nuevos medicamentos antivirales estin
disponibles para tratar las infecciones por influenza tipo A 'y
B, en la practica clinica estos son utilizados sin antecedentes
de diagnéstico laboratorial o los sintomas son confundidos
proporcionandose  antibidticos innecesarios'’, ademas
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de incrementar costos asociados a los cuidados de salud
hospitalarios®’. Por lo que la deteccién temprana y eficaz de
estos agentes es importante para implementar una terapia
antiviral oportuna y adecuada’.

Al ser la Influenza A el unico género capaz de producir
pandemias, la investigacion para diagnosticar los subtipos
frecuentes y nuevos, segun su clasificacion de naturaleza
antigénica y genética de sus glicoproteinas de superficieS,
constituye un objetivo significativo para toma de decisiones
clinicas y epidemioldgicas', remarcando la importancia de
establecer un diagndstico de laboratorio definitivo®.

Todaslas pruebas delaboratorio presentan limitantes, segun
la disponibilidad, el costo y el rendimiento de las técnicas de
diagndstico'' (Tabla 1). Actualmente existen 64 exdmenes de
diagndstico para Influenza virus aprobados por la FDA (Food
& Drug Administration, por sus siglas en inglés)'2.

A continuacién, se describen las diferentes pruebas de
laboratorio disponibles para el diagndstico de la Influenza, con
sus correspondientes ventajas y desventajas. Es importante
mencionar que para obtener resultados fiables en el
diagndstico, las condiciones de la muestra son fundamentales.

Condiciones de la muestra bioldgica

La sensibilidad de una prueba de laboratorio depende del
tipo de muestra, momento de la historia natural de la infeccién
en el que se recoge, su transporte y conservacion’. Un
resultado falso negativo puede ocurrir debido a especimenes
recolectados, manipulados y/o transportados incorrectamente
o la presencia de inhibidores virales en la muestra®.

El principal requisito a la hora de valorar las muestras
obtenidas a partir del tracto respiratorio es que estas deben
contener el mayor ndmero posible de células epiteliales
ciliadas, donde los virus respiratorios replican”. En este
sentido, las muestras mas apropiadas son las obtenidas del
tracto respiratorio superior, siendo tomadas de las fosas
nasales profundas (hisopado nasal), faringe (hisopado
faringeo) y nasofaringe (hisopado nasofaringeo), aspirado
nasofaringeo y el aspirado bronquial.

La excrecién de particulas virales a partir de la apariciéon
de los sintomas desciende progresivamente con el paso de los
dias en el paciente inmunocompetente. La toma de muestra
debe ser realizada antes de las 48 a 72 horas del comienzo
de los primeros sintomas". El transporte de las muestras al
laboratorio debe realizarse en un plazo de entre 24 y 48 horas,
a una temperatura de entre 2 y 8 °C, con objeto de asegurar la

Tabla 1. Comparacion de los métodos de deteccion de Influenza virus

Tiempo total para Requerimientos de
Método Tipo de muestra Ventajas Desventajas
resultados laboratorio
Hisopado nasofaringeo, Altamente sensible (detecta<l ~ -10 Requiere experiencia técnica; los
. Nivel d . e .
hisopado de garganta, lavado e e unidades infecciosas); detecta cebadores  pueden requerir
426 horas bioseguridad
NAAT; @ nasal o bronquial, nasal o 2”3 virus viables y no viables; actualizacion debido a la deriva
aspirado endotraqueal y esputo potencial de alto rendimiento. antigénica; estandarizacion
limitada entre laboratorios.
Hisopado nasofaringeo, Muy sensible ( ~10 pfu / mL);
Cultivo hisopado de garganta, lavado salad Nivel de proporciona virus viables para Tiempo prolongado en entrega de
viral nasofaringeo o bronquial, Bllddie bioseguridad subtipificacion y pruebas de resultados;  requiere virus viables;
convencional g fomet (it
aspirado y esputo nasofaringeo y 28 resistencia antiviral; detecta todos IR giiRe G i,
endotraqueal los tipos de virus de influenza A y
B.
Hisopad ot Reénid . o Sensibilidad es menor en adultos;
. isopado nasofaringeo, Hasta 30 Nivel de épido, requiere experiencia especificidad es subdptima fuera
RIDTs hisopado de garganta, lavado minutos bioseguridad técnica minima, requiere una de la temporada de influenza; no
nasofaringeo y aspirado nasal 23 infraestructura minima. puede distinguir entre subtipos H
(ej. H1, H3 y H5).
Hisopado 0 lavado Répido y versatil, diagndstico
nasofaringeo, lavado bronquial y Nivel de simultdneo de multiples Actualmente no puede  distinguir
Inmuno " La4horas bioseguridad . o bilidad
fluorescencia nasal, " virus respiratorios; sensibilida entre subtipos H; requiere
aspirados endotraqueales mayor que la de las pruebas experiencia  técnica;  requiere
répidas; detecta virus viables y no microscopio de fluorescencia.
viables.
. Sensible y especifico para Trabajo intensivo y prolongado;
Deteccién . Nivel de o L ) . )
Muestras de sangre entera Varias semanas bioseguridad identificar la  exposicién pasada al inadecuado para ciertos tipos de
inmunoldgica
¢ 2/3 virus  y/o medir el estado influenza.
inmunitario actual.

aNAATs (Nucleic-acid amplification tests): Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos

bRIDTs (Rapid Influenza DiagnosticTests): Pruebas de diagnostico rapido de Influenza

Fuente: modificado de Petric et al., 2006°
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viabilidad de las particulas virales o la integridad del material
genético®.

Los métodos de laboratorio disponibles para el diagndstico
de Influenza que se describen a continuacién corresponden
a pruebas utilizadas tradicionales como a técnicas recientes.

Deteccion molecular: pruebas de amplificacion de
acidos nucleicos (NAATS)

La amplificaciéon de acidos nucleicos mediante diferentes
métodos constituye una herramienta molecular importante,
tanto en la investigacion basica, como en el desarrollo
de la medicina clinica y el diagnéstico de enfermedades
infecciosas®.

Los métodos de diagndstico estandares incluyen
aislamiento de virus, detecciéon de antigenos y serologia,
pero las principales limitaciones de estas técnicas incluyen
tiempo de procesamiento prolongado, analisis subjetivo,
baja sensibilidad y/o baja especificidad. El uso de técnicas de
amplificacién de acidos nucleicos ha demostrado proveer un
diagndstico sensible de la infeccion por el virus de la influenza,
incluso con la posibilidad de determinar el tipo de virus's. Una
diversidad de exdmenes, basados en acidos nucleicos, estan
disponibles para el diagnéstico de infeccion viral por Influenza
en humanos, estos incluyen: la transcripciéon reversa-PCR
(RT- PCR), la secuenciacién de nueva generacion (NGS),
ADN microarray, la técnica de amplificaciéon isotérmica
mediada por bucle (LAMP), entre otros'®".

Los métodos moleculares tienen una gran ventaja sobre
otros métodos de diagndstico, entre ellas esta la rapidez, ya
que la mayoria de estos exdmenes toman de 2 a 4 horas en
completarse, demostrando alta sensibilidad y especificidad
comparada con los exdmenes basados en deteccion de
antigenos'’; demuestran una mayor sensibilidad a los métodos
convencionales para la detecciéon de virus poco viables,
dificiles de aislar en cultivo celular o que estan presentes en
pequeiias cantidades; incrementando ademas, la capacidad
para detectar virus respiratorios en muestras de pacientes
adultos que, a diferencia de los nifios, presentan una menor
carga viral”. Otra de las ventajas de las técnicas moleculares
es que pueden ser automatizadas en el laboratorio, reduciendo
el costo del personal técnico, minimizando errores y ganando
reproducibilidad®.

Dentro de las desventajas de los resultados de algunas
pruebas moleculares pueden ser que no siempre estan listas
dentro de un periodo clinicamente relevante como para
informar las decisiones de gestion clinica, ya que la deteccién
del ARN viral de la Influenza por este medio molecular no
siempre indica la viabilidad del virus o su continua replicacién
viral®. La RT-PCR y otras pruebas moleculares pueden no
estar disponibles en todas las salas de emergencia o entornos
ambulatorios, es posible que las muestras respiratorias tengan
que enviarse a un laboratorio especializado, siendo ademas,
mas costosos y complejos que otras pruebas de influenza.
Por consiguiente, aunque la prueba puede arrojar resultados
en horas, el tiempo real para recibir los resultados puede ser
mucho mayor™®". Algunos ensayos moleculares pueden no
identificar de manera especifica todos los subtipos de virus de

influenza A que circulan actualmente, por lo que un resultado
negativo de un subtipo de virus de influenza A no descarta la
infeccién con otro subtipo de virus de influenza A".

+RT-PCR

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés) es una técnica de amplificacién de acidos
nucleicos, que es muy util para el diagnéstico y estudios
epidemioldgicos por su alta sensibilidad, especificidad y
rapidez en los resultados'. Una variante de la PCR utilizada
en el diagndstico de influenza es la reacciéon en cadena de
la polimerasa de transcripciéon inversa (RT-PCR por sus
siglas en inglés), que permite que el ARN viral se transcriba
inversamente produciendo ADN complementario (ADNc),
que luego puede amplificarse y detectarse, esta técnica puede
ayudar en identificar inclusive la resistencia antiviral'**.

Se desarrollaron diferentes variantes de la RT-PCR para
detectar al virus de la influenza, tales como RT-PCR multiplex
que detecta virus A tipos H1 y H3 y virus tipo B, para
discriminar virus de influenza de otros virus respiratorios;
esta PCR multiplex es una modificacién a la PCR, la cual
permite utilizar multiples pares de cebadores en la misma
reaccion para detectar simultaneamente diferentes blancos,
ahorrando tiempo y dinero'®'®. Existe, ademas, la RT-PCR
en tiempo real (RRT-PCR por sus siglas en inglés), siendo
rapida y proveyendo de resultados cuantitativos, para virus de
influenza tipo A y los subtipos aviares H5 y H7; como utiliza
sondas especificas a secuencias, se reducen las posibilidades
de falsos positivos®.

Cultivo viral

El cultivo viral es un método tradicional para el diagndstico
de Influenza, fue considerado el método de referencia por
su mayor sensibilidad, especificidad y reproducibilidad;
actualmente se utiliza principalmente para vigilancia
epidemioldgica y no asi para el manejo clinico'**. El cultivo
viral implica la inoculacién de lineas celulares permisivas u
6vulos embrionados con muestras infecciosas, comprende una
propagacion durante 7 a 10 dias para controlar el desarrollo
del efecto citopatico y confirmacion final de la infeccién
por el virus de la influenza por tincién de anticuerpos
especificos, hemadsorciéon con eritrocitos o microscopia de
inmunofluorescencia®.

El tipo de muestra, la recoleccidon, el transporte y la
preparacion de las muestras clinicas son factores muy
importantes a considerar en el aislamiento de los virus en
cultivo celular, especialmente en el caso de virus respiratorios
que son particularmente labiles". La principal ventaja del
cultivo celular es la confirmacién de la viabilidad e infectividad
del virus, informacién que no es posible obtener mediante
los métodos de amplificaciéon molecular y los métodos de
deteccion de antigenos®.

Detecciéon Inmunoldgica
Los métodos seroldgicos permiten confirmar una infeccion
respiratoria aguda mediante la deteccién de anticuerpos
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especificos en suero frente a un determinado virus®”. Los
ensayos seroldgicos comunmente utilizados para detectar
respuestas de anticuerpos especificos del virus de la influenza
incluyen: ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién (HAI),
ensayo de microneutralizaciéon o neutralizaciéon del virus
(VN), hemdlisis radial simple (SRH), ensayo de fijacion del
complemento, Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) y Western blotting'®.

Estos métodos no se consideran una herramienta de
diagndstico eficaz ni préctico, ya que requiere dos muestras
de suero con una sincronizacién precisa y presenta un
procesamiento de muestras prolongado®. Ademads, el
resultado de la prueba no es facilmente interpretable, con
posibilidades de error en la interpretacién para decisiones
clinicas, por lo que no se recomienda esta técnica para
el diagndstico'. Su realizaciéon acostumbra a limitarse a
estudios seroepidemioldgicos y de seroprotecciéon poblacional
retrospectivos®.

Pruebas de diagndstico rapido de la influenza (RIDTs)

Existendiversaspruebasparadetectaralvirusdelainfluenza,
las mas comunes se denominan “Pruebas de diagndstico
rapido de la influenza” (RIDTs, por sus siglas en inglés).
Estos test comercialmente disponibles, son mayormente
inmunoensayos que detectan los antigenos que estimulan una
respuesta inmunitaria, usando anticuerpos monoclonales que
se dirigen a la nucleoproteina viral y emplean inmunoensayo
enzimdtico o inmunocromatografia'>’’. El rendimiento
de las RIDTs depende de la prevalencia de los virus de
la Influenza que circula en la poblacién y han mostrado
alta especificidad (95-99%) para la deteccién de Influenza
estacional’, estos permiten detectar y diferenciar los tipos de
virus de influenza A y B, teniendo mayor sensibilidad para
influenza tipo A (71%-99%) que para influenza tipo B (33%-
100%), pero no identifican ni diferencian especificamente los
subtipos de virus de influenza A?"*. Se ha demostrado que
su rendimiento es mejor en nifios en comparacién con los
adultos, potencialmente debido a mayores cargas virales y
mas tiempo de excrecion viral en nifios en comparacion con
adultos®. Aunque generan resultados entre 15 a 30 minutos,
son faciles de interpretar y su especificidad estd entre el 90
a 95%, pero tienen muy baja sensibilidad en comparacién al
cultivo viral o a la PCR*!"%,

Las RIDTs son de mucha ayuda en paises en vias de
desarrollo, donde las técnicas de PCR no se encuentran
disponibles, ya que sirven para tomar decisiones clinicas y
con el tnico propdsito de diagndstico'’. Sin embargo, estas
pruebas no se recomiendan para pacientes hospitalizados®.

Deteccion de antigenos mediante inmunofluorescencia

Hay diferentes métodos basados en la detecciéon de
antigenos para Influenza virus que, a pesar de presentar
una menor sensibilidad y especificidad respecto de los
métodos moleculares, permiten un diagndstico mas rapido y
sencillo. Estos métodos se basan en la inmunocromatografia
capilar, el enzimoinmunoandlisis de membrana o la

Inmunofluorescencia (IF)".

La deteccion del virus de la influenza por microscopia
de inmunofluorescencia, puede ser mediante la prueba de
“anticuerpo fluorescente directo” (DFA, por sus siglas en
inglés) o prueba de “anticuerpo inmunofluorescente” (IFA,
por sus siglas en inglés), siendo métodos muy ttiles, a pesar
del equipamiento e infraestructura extensos®. El método DFA
implica el tratamiento de células epiteliales respiratorias con
anticuerpos especificos directamente conjugados con un tinte
fluorescente y una posterior aplicacién con un conjugado
de anticuerpo monoclonal en un portaobjetos soldado. Su
sensibilidad y especificidad dependen de la presencia de
un nimero adecuado de células infectadas, y pueden variar
segun el tipo de muestra. Esta es una prueba diagnostica muy
util porque proporciona resultados rapidos y relativamente
precisos, siendo una buena opcién para confirmar los
resultados de la prueba rapida'“'**. La técnica IFA implica la
tincion de células secas y fijas con un anticuerpo monoclonal
contra los virus respectivos y luego con un anticuerpo
conjugado con inmunoglobulina de ratén, es decir,
mediante la deteccién directa o indirecta de los antigenos
virales mediante anticuerpos marcados con fluoresceina,
examinando la preparacion de la muestra bajo un microscopio
de fluorescencia'>'**. La especificidad de la prueba de
deteccion de antigeno mediante IFA es alta, pero depende de
la experiencia del profesional que la realiza. Su sensibilidad
puede variar de un minimo del 50 al 80% en comparacién
con las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos. Ademads
del poco tiempo requerido para la realizacién de la técnica y
la rapidez en la generacién de resultados, otra de las ventajas
es el bajo costo de los reactivos. Existen otros métodos
rapidos de deteccién de antigenos, basados en técnicas de
inmunocromatografica capilar y de enzimoinmunoandlisis
de membrana, que tienen la ventaja adicional de ser de
lectura visual sin necesidad de instrumental, no obstante,
presentan una baja sensibilidad (10-75%) y especificidad (50-
100%)6,11,13,27‘

Conclusiones

La influenza es una enfermedad que compromete la salud
de millones de personas y genera altos costos en atencién
médica. Después de la experiencia de la ultima pandemia
por influenza A (HIN1 pmd09) que cobr6 la vida de miles
de personas a nivel mundial, se vio necesaria la optimizacién
y actualizacién de los métodos de diagndstico para esta
enfermedad que detecten, ademads, a los nuevos subtipos
de influenza circulantes, de manera que se puedan evitar
complicaciones asociadas, tratamientos inadecuados y gastos
hospitalarios innecesarios.

Aunque el diagndstico de laboratorio para influenza sigue
presentando limitaciones, los avances tecnologicos permiten
el desarrollo y mejora de las técnicas para la deteccion del
virus, lo que genera mas alternativas de diagnostico ttiles para
los profesionales en salud, proporcionando herramientas para
un mejor manejo del paciente. Sin embargo, es importante
considerar que los resultados de laboratorio siempre deben
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interpretarse junto con la historia clinica del paciente y los
reportes epidemioldgicos regionales, ademas es recomendable
realizar mas de una prueba para confirmar el diagnéstico.

A pesar de las alternativas de métodos de laboratorio
disponibles, es necesario analizar las ventajas y desventajas
de cada técnica para su implementacién, ademas de tomar en
cuenta el comportamiento del virus y la aparicién de nuevos
subtipos para los cuales las pruebas disponibles no son
sensibles o especificas. Asimismo en nuestro medio se tiene
que considerar limitantes en cuanto a costos, infraestructura,

experticia del personal de laboratorio, entre otros, que podrian
restringir su aplicacion.
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