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Inmunofluorescencia indirecta versus reaccion de polimerasa
en cadena para el diagnostico de virus respiratorios en nifios
ingresados en un hospital de la Region Metropolitana

Pablo Corvaldn L.", Guisselle Arias B.?, Paola Morales S.3, Raquel Gonzélez M.4,
Jaime Inostroza S.°y Loreto Fuenzalida I.?

Indirect immunofluorescence technique versus polymerase chain reaction
for the diagnosis of respiratory viruses in children admitted to a hospital
in the Metropolitan Region

Background: Early viral detection in acute respiratory infections (ARI) is essential to establish appropriate
therapy and prevent nosocomial transmission. Objective: To compare the efficacy of indirect immunofluorescence
technique (IIF) with the polymerase chain reaction (PCR) to identify respiratory viruses in children hospitalized
for ARI. Methods: 47 nasopharyngeal aspirates of children < 2 years with ARI were included. IFI included respi-
ratory syncytial virus (RSV), adenovirus, influenza A and B and parainfluenza. PCR also included the detection of
metapneumovirus, enterovirus/rhinovirus, bocavirus and coronavirus. Sensitivity, specificity, positive and negative
predictive value (VPP/NPV) and kappa correlation for RSV were estimated by IIF compared to PCR. Results: The
IIF detected only RSV (29; 61.7%). PCR detected several viruses, including RSV in 26 cases (55.3%), followed by
bocavirus (29.8%), rhinovirus/enterovirus (21.3%), adenovirus (14.9%) and parainfluenza (4,3%) among others,
with 35.5% of coinfection. The IIF presented sensitivity: 85.7%, specificity: 73.6%, PPV: 82.7%, NPV: 77.7%
and kappa: 0.5990 (95% CI, 0.3636-0.8346) for RSV. Conclusion: The IIF presents good sensitivity, but moderate
specificity for RSV. However, IIF fails to detect other respiratory viruses. The introduction of PCR would improve

the etiological diagnosis of ARI of viral origin.
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Introduccion

sentan una importante causa de morbimortalidad

en pediatria'?. Segiin la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), la incidencia de las IRA ha ido en au-
mento en el mundo; en el afio 2008 la incidencia anual fue
de 156 millones de casos, siendo 43% lactantes o nifios
pequefios’; en el afio 2011, la estimacion de la incidencia
segun la OMS fue de 450 millones de casos de IRA, que
se asociaron con aproximadamente 4 millones de muertes,
representando 7% de todas las muertes relacionadas con
enfermedades®.

Al afio, los niflos pequefios y lactantes, pueden pre-
sentar entre seis y ocho exacerbaciones respiratorias por
infecciones, siendo los virus la etiologia mas frecuente*”.
Estas infecciones representan una gran parte de todas
las visitas a centros de salud pediatricos y es una gran
carga economica para la sociedad®. Dentro de los virus

l as infecciones respiratorias agudas (IRAs) repre-
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causantes de IRA destacan el virus respiratorio sincicial
(VRY), virus influenza A y B (IA e IB), virus parainfluenza
(VPI), adenovirus (ADV) y rinovirus (RV)"8, Ademas,
se han descrito nuevos virus respiratorios humanos en
los tltimos afios, incluidos metapneumovirus (HMPV)?,
bocavirus (HBOV)!® y coronavirus (HCOV)'.

El diagndstico de las infecciones respiratorias virales
se basa en el uso de métodos convencionales como el
aislamiento por cultivo celular y la deteccion antigénica
mediante inmunofluorescencia (IF). Aunque estos méto-
dos son efectivos y a menudo complementarios, tienen
algunas desventajas. La IF se encuentra limitada a ocho
virus o menos (ADV, IA, 1B, VPI 1-3, VRS, HMPV)
y puede carecer de sensibilidad seglin el titulo viral, la
edad del paciente y el tiempo de prueba en relacion con
el inicio de los sintomas'2. Sin embargo, es ampliamente
usada en hospitales regionales y laboratorios de referencia
debido a su bajo costo y su capacidad para procesar un
alto numero de muestras, simultdneamente, en un corto
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periodo de tiempo'®. El aislamiento o cultivo viral, si bien
ha sido denominado el “estdndar de oro”, es una técnica
costosa y un nimero significativo de muestras en pacientes
clinicamente compatibles con infeccion respiratoria viral
resultan negativos'*.

Por otra parte, la reacciéon de polimerasa en cadena
(RPC) ha demostrado ser altamente sensible y especifica
en comparacion con los métodos convencionales como
la deteccion de antigenos y/o el cultivo viral. El aumento
adicional de los rendimientos se debe a la deteccion de
virus respiratorios que no se detectan eficazmente por
métodos convencionales (p. ¢j.: ADV), alos que se agrega
en los test que utilizan RPC, la pesquisa de RV y HCOV.
En nifios con IRA, las tasas de positividad viral varian de
40 a 45% por IF a 67-88% por métodos moleculares, por
lo que, actualmente, se considera la RPC como la técnica
de referencia'.

Este estudio tiene como objetivo comparar la eficacia
de una técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFT) con
una técnica de deteccion molecular para la identificacion
virus respiratorios en nifios hospitalizados por IRA.

Materiales y Métodos

Disefio general

Estudio prospectivo, descriptivo, transversal, cuyo
objetivo es comparar dos técnicas, una inmunofluorescen-
cia y una RPC, para la deteccion de virus respiratorios.
Se incluyeron nifios bajo 2 afios de edad, con infeccion
respiratoria aguda baja (IRAB) ingresados en el Hospital
Dr. Exequiel Gonzalez Cortés (Santiago, Chile), entre los
meses de junio y julio de 2017. Se recolectd una muestra
de aspirado nasofaringeo, ademas de datos clinicos y
demograficos de cada paciente: edad, sexo, vacunas,
lactancia materna, dias de hospitalizacion, dias de oxige-
noterapia, ingreso a Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)
o Unidad de Tratamientos Intensivos (UTI).

Muestras respiratorias

Se recogid, aproximadamente, 3 ml de aspirado naso-
faringeo siempre dentro de las primeras 24 h de ingreso.
Se aspiraron secreciones de ambas fosas nasales y fueron
depositadas en 3 ml de solucion salina. La muestra fue
homogenizada y dividida en alicuotas, almacenandose a
-80°C hasta su determinacion viral.

Extraccion de dcidos nucleicos

Se utilizaron 150 pl de aspirado nasofaringeo para
la extraccion de ADN y ARN viral mediante columna
NucleoSpin® RNA Virus (MACHEREY-NAGELGmbH
& Co. KG., Diiren, Alemania). Se agregd proteinasa K
para extraer ADN, de acuerdo con lo recomendado por
el fabricante.

Deteccion de virus respiratorios

La técnica de IFI incluy6 los siguientes virus: VRS,
ADV, VPl e IA y B (Diagnostics Hybrids, Athens, OH,
EE.UU.) entregado por el Instituto de Salud Publica de
Chile (ISP) a los centros de referencia. Las muestras
fueron procesadas segun las indicaciones del ISP. La
técnica de RPC se realizo con el kit comercial Argene
Real-Time PCR (bioMérieux, Francia) que incluyd: VRS,
HMPV, HCOV, VPI, IA, IB, enterovirus/rinovirus (EV/
RV), HBOV y ADV, segun instrucciones del fabrican-
te. Brevemente, 10 pl del eluido de cada muestra fue
mezclado con 15 pl de premix de amplificacion de cada
virus y 0,15 pl de RT. La amplificacion de los diferentes
genes virales y la deteccion de fluorescencia se realiza-
ron utilizando el instrumento LightCycler® 96 (Roche
Diagnostics, Switzerland) con el siguiente programa:
retro-transcripcion 1 ciclo a 50°C/5 min, activacion 1
ciclo a 95°15 min y 45 ciclos de 95°C/10 seg, 60°C/40
seg, 72°C/25 seg.

Ademas, los resultados discordantes entre ambas
técnicas fueron analizadas mediante una segunda RPC
con la cual fue posible, ademas de tener una confirmacion
del resultado, cuantificar la carga viral en caso de que la
muestra presentase VRS, considerando una elevada carga
viral valores sobre 2,5 x103 copias/ml'.

El ARN sintético se obtuvo por transcripcion in vitro
(RevertAid H Minus First, Thermo Scientific®, USA)
después de la clonacion del gen N en el vector pPGEM-T-
Easy (PROMEGA), a partir de una muestra positiva para
VRS y transformado en Escherichia coli top ten. Con
posterioridad a la purificacion, se realizaron diluciones de
ARN como patrones cuantitativos durante la reaccion de
RPC cuantitativa. La muestra se llev a una concentracion
conocida de 100 ng/pL. Posteriormente se realiz6 una
RPC con el kit Go taq® Green Master Mix (Promega,
USA) con el siguiente protocolo de amplificacion: 94 °C/5
min, 94°C/20 seg, 58 °C/20 seg, 72°C/20 segy 72°C/7
min y 35 ciclos.

La RPC cuantitativa se realizo utilizando el kit Tak-
yon™ Rox Probe MasterMix dTTP blue (Eurogentec,
USA), utilizando los partidores con sonda N1 (5"-GGA-
ACAAGTTGTTGAGGTTTATGAATATGC3") y N2
(CTTCTGCTGTCAAGTCTAGTACACTGTAGT-3")".
Las condiciones de la reaccion de RPC fueron: activacion
95°C/3 min; 40 ciclos, denaturacion 95°C/10 seg; ani-
llado y extension 60 °C/30 seg. Para conocer la cantidad
efectiva de copias o moléculas de ADN viral contenidas
en cada una de las muestras fue necesario contar con un
gen endbgeno ARNasa P, utilizando el kit TagMan®RNase
P (Applied Biosystems, UK). Se interpolaron los valores
de Cq y se normalizaron segln la siguiente férmula: Cq
muestra normalizada = (Cq muestra viral) x (Cq RNasa P
de la muestra)/valor promedio de Cq de todas las muestras
de RNasaP)'®.
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Analisis estadistico

Se determind sensibilidad, especificidad, valor pre-
dictor positivo (VPP), valor predictor negativo (VPN) e
indice kappa mediante el programa VassarSTats. Se consi-
der6 un valor de p < 0,05 como diferencia estadisticamente
significativa, con un intervalo de confianza (IC) de 95%.

La investigacion fue aprobada por el Servicio de Salud
Metropolitano Sur (SSMS) y por el Comité Etico Cien-
tifico de la Universidad Auténoma de Chile. Todos los
padres o tutores de los nifios firmaron un consentimiento
informado de participacion en el estudio.

Resultados

Se analizaron 47 muestras de aspirado nasofaringeo
provenientes de 47 pacientes ingresados por patologia
respiratoria aguda. En la Tabla 1 se muestran datos
sociodemograficos y clinicos de los pacientes.

Del total de muestras analizadas mediante IFI, 29
(61,7%) fueron positivas para VRS como unico agente
etioldgico y las restantes 18 (38,3%) muestras fueron ne-
gativas para virus respiratorios (Figura 1). Por el contrario,
mediante RPC se encontraron 45 muestras positivas para
la presencia de al menos un virus respiratorio (95,7%)
y s6lo dos muestras fueron negativas (4,2%). De las 45
muestras positivas por RPC, 29 presentaron s6lo un virus
(61,7%), 11 muestras presentaron dos virus (23,4%) y
cinco muestras presentaron tres virus (10,6%). Entre los
principales virus detectados por RPC se encuentra VRS en
26 casos (55,3%), HBOV en 14 (29,8%) y RV/EV en 10
(21,3%), tal como se detalla en la Tabla 2. La técnica de
IFT incluye la deteccion de ADV y VPI; sin embargo, no
fue capaz de detectar ninguno de los siete casos positivos
por RPC para ADV (14,9%) ni los dos para VPI.

Se realiz6 tnicamente el analisis de la eficiencia de la
técnica de IFI para la deteccion de VRS, debido a que es
el tnico virus que se detecta por esta técnica, usando como
método de referencia la RPC (Tabla 3). Como se puede
apreciar, mediante IFI, cinco de los 47 casos fueron falsos
positivos, mientras que cuatro fueron falsos negativos,
los que fueron corroborados por RPC con transcriptasa
reversa (RPC-TR) cuantitativa. Las cinco muestras falsa-
mente positivas para VRS, mediante IFI, fueron negativas
mediante RPC-TR. Por otra parte, las cuatro muestras
que fueron falsas negativas por IFI, fueron positivas por
la nueva técnica, presentando una mediana de 5,0 x 10°
copias/ml (rango: 5,0 x10* - 2,5 x10® copias/ml).

Los indicadores de calidad de la IFI para la deteccion
de VRS mostraron un valor aceptable para sensibilidad
(85,7%) y un menor valor para especificidad (73,6 %). La
concordancia obtenida entre la IFI y RPC fue moderada'®,
con un indice de kappa (k) de 0,5990 (IC 95%; 0,3636-
0,8346) (Tabla 4).
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Figura 1. Porcentaje de muestras segiin nimero de virus detectados por IFl y por RPC. IFI: inmu-
nofluorescencia indirecta; RPC: Reaccion de la polimerasa en cadena.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Caracteristicas Ninos (n = 47)
Sexo femenino 24 (51,0)°
Edad (meses) 5,5 (1-18)°
Dias de oxigeno complementario 4 (0-15)°
Dias de hospitalizacion 4 (0-16)°
Vacunas al dia (PNI)! 47 (100)?
Lactancia materna exclusiva hasta los 6 meses Si 41 (87,2)*
No 66 (12,7)°

'Programa Nacional de Inmunizacién, MINSAL. *N° (%) y ®mediana (Rango).

Tabla 2. Comparacion de las técnicas de IFl y RPC en la deteccion de virus respiratorios

Virus IFI RPC
(n = 47) (n=47)

VRS 29 (61,7%) 26 (55,3%)
ADV 0 7 (14,9%)
VPI 0 2 (4,3%)
1A 0 0

B 0 0

HBOV - 14 (29,8%)
HCOV - 2 (4,2%)
HMPV - 3 (6,4%)
RV/EV - 10 (21,3%)

ADV: adenovirus; HCOV: coronavirus humano; IFl: inmunofluorescencia indirecta; HBOV: boca-
virus; HMPV: metapneumovirus humano; IA: influenza A; IB: influenza B; RPC: reaccién de poli-
merasa en cadena; RV/EV: rinovirus/enterovirus; VPI, virus parainfluenza; VRS: virus respiratorio
sincicial; --: técnica no incluye deteccion de estos virus.
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Tabla 3. Eficacia de la IFl para la deteccion de VRS usando como prueba de referencia

la RPC
IFI RPC

Positivo Negativo Total
Positivo 24 5 29
Negativo 4 14 18
Total 28 19 47

IFl: inmunofluorescencia indirecta; RPC: reaccién de polimerasa en cadena; VRS: virus respiratorio

sincicial.

Tabla 4. Indicadores de calidad de la IFI

Indicadores de calidad
Sensibilidad

Especificidad

VPP

VPN

Kappa

%
85,7
73,6
82,7
77,7

0,5990

IFl: inmunofluorescencia indirecta; VPN: valor predictor negativo; VPP: valor predictor positivo.
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Discusion

Las infecciones respiratorias virales afectan principal-
mente a niflos bajo 5 afios de edad, se propagan facilmente
en las salas de pediatria y causan infecciones asociadas a
la atencion en salud (IAAS)X.

La deteccion precisa del agente causal es importante
para orientar los cuidados, prevenir su propagacion no-
socomial, disminuir los costos hospitalarios y la duracion
de la estadia hospitalaria?', como también proporcionar
vigilancia no tan solo en pacientes puntuales, sino que
también como una herramienta para la vigilancia epide-
mioldgica de virus respiratorios.

En el presente estudio se incluyeron 47 nifios bajo 2
afios de edad, hospitalizados por IRA. Mediante la prueba
de IFI se encontraron 29 pacientes positivos para VRS,
siendo aislados en sala de cohorte para VRS. De estos 29
pacientes, la técnica de RPC identifico que 24 pacientes
eran positivos para VRS y los cinco pacientes restantes
eran negativos para la presencia de dicho virus. Los
18 pacientes que fueron negativos para VRS mediante
IFI, fueron derivados a sala comun. En este grupo, la
técnica de RPC, identificd que sélo 14 pacientes eran
verdaderamente negativos por lo que cuatro pacientes
infectados con VRS fueron dejados en sala comun. Por
otra parte, la carga viral de los pacientes con resultado
negativo por IFI para VRS es alta'®, por lo que la falla de
la IFT no se debe a una baja carga viral, sino que a una
insuficiente sensibilidad de la técnica. La mala gestion

del aislamiento en cohorte por VRS al disponer de una
técnica de sensibilidad limitada hace que los pacientes
en aislamiento en cohorte o en sala comin puedan po-
tencialmente infectarse con VRS.

Por otra parte, se observo que la técnica de IFI no fue
capaz de detectar ADV a pesar de que lo incluia en su
panel de deteccion. Este virus fue detectado en siete de los
47 menores (14,9%) estudiados mediante RPC. A pesar
de que la IFI tiene baja sensibilidad para la deteccion de
ADV, es posible que no se hayan detectado casos positivos
debido al bajo nimero de muestras estudiadas. La disemi-
nacion de la infeccion por ADV es alta y prolongada en
el tiempo y se justifica extender las medidas preventivas
de TAAS, en especial en recintos cerrados y de largas
estadias de sus pacientes, especialmente en lactantes®,
destacandose el hecho que, si el paciente tiene dos afios
0 menos, presenta un mayor riesgo de contraer IAAS
por este virus. Los brotes que involucran a poblaciones
o personas con enfermedad respiratoria previa pueden ser
particularmente graves, con altas tasas de morbimortali-
dad?, ya que compromete otros 6rganos®>* comprobando
la necesidad del aislamiento clinico.

Llamativamente, no se detectaron muestras positivas
de IA e IB, por ninguna de las dos técnicas. Esto puede
ser debido al bajo nimero de muestras analizadas, pero
también a que todos los nifios estudiados se encontraban
con las vacunas al dia segtn el calendario chileno, inclu-
yendo la vacuna contra virus influenza A y B.

La técnica de RPC fue también capaz de detectar dife-
rentes agentes virales, encontrandose co-infeccion viral en
35,5% de las muestras. Estos resultados concuerdan con lo
descrito por Martin y cols., quienes encontraron que ADV,
RV, PIV y HBOV son detectados con mayor frecuencia
en co-infeccion que otros virus. Las co-infecciones estan
relacionadas con el periodo prolongado de permanencia
que tiene el virus en la mucosa del tracto respiratorio®.
Broccolo y cols., también apoyan la hipotesis de que la
permanencia del virus juega un papel en la alta frecuencia
de co-infecciones con otros patdogenos®. El estudio de
Harada y cols., indica que la co-infeccion con VRS y
otros virus respiratorios como ADV, RV, VPI, HBOV y
RV/EV entre otros, no es rara y que las co-infecciones
pueden aumentar la gravedad de la enfermedad por VRS
en nifios”’. Cabe destacar que una alta carga de virus
de HBOV, podria conducir a un sintoma mas grave
del tracto respiratorio inferior’® mientras que EV es
asociado con una alta morbilidad en nifios con asma y
co-morbilidades®.

En conclusion, la IFI tiene una buena sensibilidad,
pero insuficiente comparada con la RPC para la deteccion
de VRS; ademas, falla en la deteccion de otros virus
respiratorios. Si bien la RPC es una técnica més costosa
que las técnicas convencionales, permitiria un aumento
en la deteccion de agentes etiologicos, con la posibilidad
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de tomar medidas preventivas para evitar el desarrollo de
infecciones intrahospitalarias. Por esto, seria pertinente
actualizar las técnicas de diagndstico etioldgico viral en
hospitales publicos de nuestro pais.
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Resumen

Introduccion: La temprana deteccion viral en in-
fecciones respiratorias agudas (IRA) es esencial para
establecer una terapia apropiada y prevenir el contagio
intrahospitalario. Objetivo: Comparar la eficacia de la
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) con la
reaccion de polimerasa en cadena (RPC) para identificar
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virus respiratorios en nifios hospitalizados por IRA.
Meétodos: Se incluyeron 47 aspirados nasofaringeos de
nifios < 2 afios con IRA. La IFI incluyd virus respira-
torio sincicial (VRS), adenovirus, influenza A y B y
parainfluenza. La RPC incluy6, ademas, la deteccion
de metapneumovirus, enterovirus/rinovirus, bocavirus y
coronavirus. Se estimo sensibilidad, especificidad, valor
predictor positivo y negativo (VPP/VPN) y correlacion
kappa para VRS mediante IFI en comparacion a la RPC.
Resultados: La IFI detectd tinicamente VRS (29; 61,7%).
La RPC detectd diversos virus, entre ellos VRS en 26 ca-
s0s (55,3%), seguido por bocavirus (29,8%), enterovirus/
rinovirus (21,3%), adenovirus (14,9%) y parainfluenza
(4,3%) entre otros, con 35,5% de co-infeccion. La IFI
presento sensibilidad: 85,7%, especificidad: 73,6%, VPP:
82,7%, VPN: 77,7% y kappa: 0,5990 (IC 95%; 0,3636-
0,8346) para VRS. Conclusion: La IFI presenta buena
sensibilidad, pero moderada especificidad para VRS. Sin
embargo, falla en la deteccion de otros virus respiratorios.
La introduccion de RPC permitiria mejorar el diagndstico
etiologico de las IRA de origen viral.
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