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TRABAJO PRACTICO N°1

TEMA: Bioseguridad en el laboratorio de virologia

INTRODUCCION

En el laboratorio de virologia se realizan procedimientos que requieren de un especial
y cuidadoso manejo a fin de lograr la méxima seguridad para el personal y Optimas
condiciones para los cultivos en crecimiento. Es primordial controlar elementos
contaminantes en ambos sentidos, es decir, proteger al trabajador de posibles patdgenos
aportados por el cultivo celular y a éste de contaminaciones provenientes del operador o del

medio ambiente.

NIVELES DE SEGURIDAD

Existen laboratorios de distintos niveles de seguridad segin los microorganismos que
se manejan, segun la infraestructura y el equipamiento que se dispone.

Nivel I: Se manipulan microorganismos con pocas probabilidades de provocar
enfermedades en humanos o animales. Por ejemplo, un laboratorio de ensefianzas basicas.

Nivel 1l: Se manipulan microorganismos que pueden causar enfermedades en
humanos o animales, pero con pocas posibilidades de entrafiar un riesgo grave si se dispone
de las medidas adecuadas. Son laboratorios con camaras de bioseguridad y dispositivos de
proteccion personal. Ejemplo: laboratorios de diagndstico, de hospitales o servicios de nivel
primario de salud.

Nivel I1l: Se manejan agentes patdgenos que provocan enfermedades graves en
humanos o animales, pero comUnmente no se propagan de un individuo a otro. Son
laboratorios de contencion, donde se realizan diagnosticos especializados.

Nivel 1V: Se trabaja con agentes patdgenos que provocan enfermedades graves en
humanos o animales, y se propagan facilmente de un individuo a otro, generando un riesgo
elevado para el personal del laboratorio y para la comunidad. Se trata de laboratorios de

contencién maxima, donde se trabaja con agentes patdgenos peligrosos.
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AREAS DE TRABAJO

El funcionamiento exitoso de un laboratorio de cultivos celulares depende de su
ubicacion y disefio, de su equipamiento adecuado y de la experiencia, sentido comun y
entrenamiento del personal.

Es importante delimitar areas de trabajo con distinto nivel de riesgo de infeccion,
segun el material con que se trabaja, técnicas que se realizan y muestras que se procesan. Se
tiene:

Areas de bajo riesgo: donde el personal no estd mayormente expuesto. Por ej.
Administracion, archivo, etc.

Areas de mediano riesgo: lugares de recepcion de muestras, atencion de pacientes,
lavado de materiales, etc.

Areas de alto riesgo: zonas de extraccion de muestras, procesamiento y control, etc.

Un laboratorio de cultivo celular, debe cumplir con ciertas condiciones:

a. El éarea de cultivo debe ser estéril, debe estar restringida al cultivo celular y en un
lugar aislado del laboratorio de microbiologia y del bioterio, debe ser ubicada en un lugar
donde no circule gente ni haya corrientes de aire. Deben instalarse camaras de flujo laminar
0 en su defecto pequefias cabinas cerradas provistas de luz ultravioleta.

b. El lugar destinado a cultivos celulares debe estar provisto de filtros de aire, debe
estar sujeto a desinfecciones periddicas y debe ser de fécil limpieza, sin molduras ni
elementos que puedan acumular polvo. Los pisos deben ser lavables, vinilicos.

c. La incubacion se lleva a cabo en estufas que seran ubicadas en zonas de poco
transito y cercanas al area de cultivo propiamente dicha. Si es necesario pueden
reemplazarse por un cuarto de incubacion, acondicionado y controlado termostaticamente.

d. La preparacion de los medios de cultivo debe realizarse en area estéril, si es posible
se debe utilizar cAmara de flujo laminar para la filtracién y fraccionamiento de soluciones
estériles.

e. El area de almacenaje debe estar situada entre la zona de preparacion y zona de
cultivo y ser de facil acceso.
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El lavado del material y su esterilizacion deben realizarse en la zona mas alejada

posible de la zona de trabajo con los cultivos.

EQUIPAMIENTO REQUERIDO PARA UN LABORATORIO DE CULTIVO
CELULAR

*

L 4

L 4

Céamara de flujo laminar

Centrifugas refrigeradas (hasta 2000 rpm)

Microscopio o lupa invertida (hasta 100x)

Hornos y autoclaves para esterilizacion

Equipos de filtracion de medios de cultivo

Tanque para nitrogeno liquido para congelar células
Heladeras y congeladora de — 20°C

Estufas e incubadora de CO2

Fuentes de agua, destilador, desionizador.

Balanza, pHmetro, agitador magnético, pipetas automaticas.
Material de vidrio o plastico descartable, probetas, pipetas, botellas, frascos de
cultivo.

Céamara de recuento, tubos de centrifuga, microplacas, cajas de Petri.

Céamara de flujo laminar: Segun el nivel de seguridad que brinden, los equipos de

flujo laminar pueden ser considerados de tipo 1, 2 6 3.

Los equipos tipo 1, son basicamente campanas de extraccion que llevan un caudal de

aire del ambiente a la mesa de trabajo y de alli a un filtro, evitando la salida de aerosoles al

medio ambiente. La desventaja es que los materiales de experimentacién se exponen a los

contaminantes ambientales, por lo que se usan cuando el producto no necesita aislacion.

Una variante de estos equipos son los de circulacion de aire horizontal, donde el aire pasa

primero por el filtro, después por la mesa de trabajo, protegiendo al producto y se vuelca al

medioambiente, originando riesgos para el operador y el ambiente.
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Los equipos tipo 2, aislan al producto de los contaminantes ambientales y protegen al
personal de posibles aerosoles patdgenos producidos dentro de la cdmara. Son los flujos
laminares de circulacion vertical.

Los gabinetes de seguridad tipo 3, son sistemas cerrados para uso con agentes de alto
riesgo. Son de cierre hermético con presion negativa en su interior, y el operador solo
puede introducir sus manos a través de guantes.

Los filtros utilizados para eliminar las particulas de aire son los filtros HEPA (high
efficiency particulate air) que retienen con un 99,97% de eficiencia, particulas de hasta 0,3
micrones. Estos filtros vienen colocados en los gabinetes y pueden colocarse en los
sistemas de ventilacion.

El funcionamiento de los flujos laminares debe controlarse anualmente, este
procedimiento lo realizan empresas especializadas. Ante la duda del -correcto
funcionamiento de un equipo, puede realizarse un control sencillo repartiendo en la
superficie de trabajo varias placas de Petri con agar nutritivo para bacterias, que se
mantienen destapadas durante 20 minutos. Luego éstas se incuban a 37°C durante una
semana. La aparicion de colonias bacterianas indicaria falla en el equipo.

Incubador de CO2: Todos los recipientes donde se cultivan células requieren de
una atmosfera controlada con alta humedad y presion de CO2. Esta se controla con un
manometro, mezclando aire con gas en la relacién apropiada.

Estufas: Para cultivo de células se debe contar con estufas termostatizadas, con un
grado de seguridad de £ 0,5°C. Las células no sobreviven a un aumento de temperatura de
mas de 2 o 3 grados, en pocas horas. Pueden sobrevivir algunos dias a 4°C o a temperatura
ambiente.

Microscopio o lupa invertida: Debe observarse las células regularmente ya que
cualquier alteracion se detecta primero a nivel morfoldgico. Se requiere un amplio espacio,
que no poseen los microscopios comunes, para colocar sobre la platina el frasco de cultivo.
Utilizando filtros puede mejorarse la vision de la monocapa, que se observa sin tincion.

Centrifuga: Si bien es suficiente una centrifuga de mesa de 2000 rpm, es

conveniente proveerse de una centrifuga refrigerada.
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Propipetas y Pipetas automaticas: Protegen tanto al operador como a los cultivos
de posibles contaminaciones. Se recomiendan las que utilizan puntas o jeringas que pueden
esterilizarse independientemente de la pipeta.

Congeladoras y heladeras: Pueden utilizarse las de uso doméstico, segun el
volumen de almacenaje. Respecto a las conservadoras de — 70 °C, son convenientes las de
tipo horizontal ya que al abrir la puerta la pérdida de frio es menor que en las de tipo
vertical. Es importante que estén provistas de una alarma, que indique subas excesivas de
temperatura, y de un estabilizador de voltaje.

Tanque de nitrogeno liquido: La eleccion del tanque depende de la capacidad
requerida y de la tasa de evaporacion del nitrogeno, que esta condicionada por la frecuencia
de acceso al tanque y la boca del mismo. Un tanque de 25 It tiene capacidad para 250
ampollas de 1 ml. También debe contarse con un tanque de reserva de nitrogeno. Existen
equipos grandes, con alarmas que indican aumento de temperatura y equipos de llenado
automatico (a nivel industrial).

Purificacion de agua: Se requiere agua de la mejor calidad, bidestilada, desionizada
u obtenida por ésmosis reversa para la preparacion de los medios de cultivo, y para todas
las condiciones que van a estar en contacto con las células. Para el Gltimo enjuague del
material de vidrio se requiere agua de la mejor calidad. Es conveniente reciclar el agua para
evitar contaminaciones con algas. Si es imprescindible almacenar agua debe hacerse por
periodos cortos y en recipientes de vidrio borosilicato. Es conveniente limpiar tuberias y
reservorios con hipoclorito y detergentes.

Material de vidrio plastico: los envases plasticos mas utilizados son: policubetas,
frascos de cultivo, placas de Petri, botellas Roller. Estos son de poliestireno, deben ser
especificamente sefalados como “para cultivo celular”, ya que fueron tratados como para
asegurar una mejor adhesion celular, no son téxicos y presentan excelente calidad éptica. El
uso de este material descartable es la solucion mas facil, depende de la posibilidad de

reciclado, de la disponibilidad de personal y del costo.
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Los recipientes de vidrio adquiridos en el comercio son toxicos para las células, por
lo que requieren de un tratamiento especial con bicarbonato, lavados con detergentes

adecuados y enjuagues minuciosos.

FUNCIONAMIENTO Y ADMINISTRACION DEL LABORATORIO

La responsabilidad es exclusiva del director del laboratorio, aunque puede delegar la
tarea en un profesional especializado e interiorizado en el tema.

Si se trata de un instituto grande, es necesario crear un comité de bioseguridad que
recomiende un plan de seguridad para adoptar practicas de seguridad en los laboratorios. La
formacion del comité depende de la naturaleza del instituto, de la distribucion de los
servicios, etc. Debe estar integrado por un representante del personal profesional, uno del
personal técnico, un representante del personal administrativo, uno del personal de
limpieza, un asesor médico y el inspector de bioseguridad.

El inspector de seguridad tiene la responsabilidad de formar al personal, observar su
estado inmune, investigar accidentes, controlar la descontaminacién del material usado y su
eliminacion, controlar la desinfeccién de equipos a reparar, antes de que sean sacados del
laboratorio. Es funcién del inspector reconsiderar periédicamente las medidas adoptadas
para preservar la seguridad en el laboratorio.

Debe existir en el laboratorio un libro foliado donde se registren accidentes,

infracciones del personal, profilaxis y medidas de seguridad tomadas en cada situacion.

SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Desde los comienzos de los cultivos de tejidos, se desarrollaron técnicas para
protegerlos de la contaminacién externa. Los flujos laminares y las mejores técnicas de
pipeteo brindaron mayor seguridad a los productos de los cultivos y también a las personas
que trabajan con ellos.

Si bien en el campo de los cultivos celulares hay pocas denuncias de infecciones en el
trabajador, no debe minimizarse el riesgo potencial. Lineas celulares continuas pueden ser
portadoras de virus latentes a los que el ser humano puede ser susceptible. Asi, ha habido

personas infectadas con virus herpes simiano, al manipular cultivos de ese origen. Si se
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trabaja con lineas transformadas, éstas pueden producir virus potencialmente oncogénicos
0, se ha descripto para las células Hela, ser ellas mismas causantes de tumores.

Actualmente las normas de seguridad estan pensadas para proteger tanto al operador
como a los cultivos y debemos tener claro que el principal problema a que nos enfrentamos
pasa por nuestra negligencia o la de los demas.

En general, se infectan con mayor frecuencia los méas jovenes e inexpertos, los
aerosoles infecciosos son la principal causa de infecciones accidentales en el laboratorio.
Los accidentes estan asociados a los cultivos celulares, méas que al manipuleo con
animales.

Otras causas de infeccion son: inoculacién accidental con agujas, accidentes al
centrifugar, aspiracion por boca a través de la pipeta.

Todo personal debe ser entrenado en la practica de reglas de seguridad vy

procedimientos especificos para reducir o eliminar en lo posible, los riesgos biologicos.

MANUAL DE BIOSEGURIDAD

En todo laboratorio debe existir un manual de bioseguridad con normas bésicas que
facilitard&n un correcto manejo de los fluidos biolégicos, permitird una adecuada
manipulacion de los medios de cultivo, reactivos y elementos de trabajo, lo que favorece
una buena calidad de los procedimientos.

Es un manual enfocado hacia la préctica, que pretende crear conciencia y promover la
formacion del personal en seguridad y bioseguridad. Es un elemento prioritario en todo
laboratorio, ya que promueve la realizacidn inocua de técnicas que pueden generar cierto
riesgo de contaminacion.

Ningun elemento protector (guantes, mascarilla, camara de bioseguridad), garantiza
por si solo, la inocuidad de los procedimientos ni protege de las exposiciones en el
laboratorio.

El manual debe reunir los principios de bioseguridad adaptados por la OMS, que

tienen aplicacion en el laboratorio de virologia. También debe contener un protocolo a
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seguir para el manejo de los equipos utilizados en el laboratorio y durante cada uno de los

procedimientos mas frecuentemente realizados en él.

SEGURIDAD DEL PERSONAL DEL LABORATORIO

Todos los procedimientos técnicos en los cuales se realice manipulacion de fluidos
bioldgicos, de cualquier tejido, célula, o cultivo celular humano, deberan ser realizados
bajo condiciones de bioseguridad adecuadas.

Al personal que ingrese al laboratorio se le deben practicar exdmenes médicos y de
laboratorio: Examen médico general pre-ocupacional, examen oftalmolégico, odontoldgico
y de otorrino, clasificacion sanguinea, VDRL y citoquimico de orina.

Ademas, deberan tener certificado de vacunacion para Tétanos, difteria, fiebre
amarilla y esquema completo contra la hepatitis B.

Todo el personal del laboratorio poseera la informacion necesaria para prevenir y
manejar adecuadamente las exposiciones en el laboratorio.

Toda persona que trabaja en un laboratorio de cultivos celulares debe tener en cuenta
una serie de normas elementales con respecto a:

1. Ropas protectoras: Se debe usar guardapolvo y en areas restringidas otras ropas
protectoras como batas que sélo se usan en esa area.

Si la préactica requiere uso de guantes, manoplas o botas descartables, luego del trabajo
deben colocarse en recipientes para ser luego autoclavados.

Si es necesario, proteger los ojos del operador con antiparras 0 mascaras. No se
recomienda el uso de lentes de contacto en el laboratorio.

Realizar el lavado del guardapolvo preferentemente en el lugar de trabajo y si no es
posible, trasladarlo en bolsas de pléastico, y antes del lavado sumergirlos en hipoclorito de
sodio al 1% durante toda la noche.

2. Higiene personal: Esta prohibido en areas de trabajo del laboratorio, comer, beber,
fumar, mascar chicles, aplicarse cosméticos, llevar lapices, lapiceras o dedos a la boca.

No debe tocarse la cara, 0jos, boca, nariz, etc. Usar el cabello recogido.
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Lavarse las manos frecuentemente, antes, durante y después del trabajo, al salir del
laboratorio, sigue siendo la medida preventiva mas importante.
3. Otras:
+ No permitir el ingreso de personas no autorizadas al laboratorio, especialmente
nifios.
+ No tocar pestillos y superficies con los guantes, no llevar los guardapolvos fuera del
area de cultivo.
+ Tener desinfectantes accesibles en cada area del laboratorio. Desinfectar mesadas y
flujos laminares antes y después de trabajar.
+ No descartar virus, células o sus productos directamente en el sistema de drenaje.
¢ Todo derrame de material patdgeno debe ser limpiado con desinfectantes y referido

al supervisor.

LIMPIEZA EN EL LABORATORIO

Todo material no descartable utilizado en el laboratorio debera ser desinfectado y
luego autoclavado antes de ser lavado.

Los tubos destinados a reacciones quimicas y los tubos conteniendo coédgulos de
sangre u otros liquidos bioldgicos deben colocarse en distintos recipientes, que contengan
una solucion de hipoclorito de sodio al 2% (tiempo minimo de contacto 2 hs, se recomienda
dejarlo toda la noche).

Las pipetas de vidrio, pipetas Pasteur y sus tetinas de goma, y las puntas de pipetas
automaticas, se colocan en recipientes con solucion de hipoclorito de sodio al 2% (tiempo
minimo de contacto 2 hs), donde quedaran totalmente sumergidas.

También es importante la descontaminacién de gradillas y soportes, en general con

soluciones de hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones.

MATERIAL DE VIDRIO:
Las células pueden cultivarse en diferentes materiales: celofan, vidrio, poliestireno y

otros plasticos. La eleccion del recipiente esta condicionada por el costo, conveniencia,
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confianza en el fabricante, métodos de cultivos utilizados, experiencia del usuario y tipos
de células que van a ser cultivadas.

Los recipientes de poliestireno son ampliamente utilizados, aunque a veces, por
defectos de fabricacion, las células no se adhieren a la superficie del plastico. Los vidrios
varian en su composicion y a veces tienen sustancias toxicas para las células, como plomo y
arsénico. No son satisfactorios para los cultivos celulares los vidrios sodicos, se prefiere
usar vidrios borosilicatados.

En el lavado de la vidrieria utilizada en cultivos celulares, el agua es un factor muy
importante. Pueden formarse precipitados con las impurezas del agua y dado que los
componentes del agua varan de un lugar a otro, los procedimientos pueden ser satisfactorios
en una localidad y no en otra.

Todo material de vidrio debe ponerse en agua inmediatamente después de su uso para
evitar que se sequen las sustancias proteinicas y facilitar la limpieza. Luego se somete al
tipo de limpieza elegido, que puede ser:

+ Con detergente, es lo mas usado, no necesita hervido, pero es dificil eliminarlo por
lo que es imprescindible un prolongado enjuague. En Argentina ha dado buen resultado el
empleo de Detergex (Laboratorio Rivero y Cia., Bs.As.)

+ Con alcalis, los mas comunes son los jabones blandos, carbonato de sodio, trifosfato
de sodio y metasilicato de sodio.

+ Con &cidos oxidantes, &cido sulfdrico caliente, &cido cromico, &cido nitrico, mezcla
sulfocromica, con la desventaja de ser peligrosos y que requieren un enjuague muy
cuidadoso.

+ Maquina lavadora automatica, es util cuando se tiene grandes cantidades de material
y no se requiere cepillado a mano.

El enjuague es de importancia fundamental. Primero se lava tres veces con agua de
canilla, llenando y vaciando completamente los frascos, botellas, etc., luego tres enjuagues

similares con agua destilada y otros tres con agua bidestilada.

10
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PROCEDIMIENTO PARA MATERIAL ESPECIAL

Tapones y conexiones de goma que estan en contacto con las células pueden contener
impurezas que pueden ser toxicas para los cultivos. Se recomienda hervirlos en una
solucion al 5% de bicarbonato de sodio, luego enjuagar cuidadosamente con agua. Se
recomienda el uso de tapones de silicona, para evitan problemas de toxicidad y pueden
esterilizarse por calor seco. Tienen la desventaja de ser muy caros.

Descontaminacion de autoanalizadores, debe realizarse diariamente. Es importante
seguir las indicaciones del fabricante y usar el desinfectante adecuado.

Limpieza de refrigeradores y freezers, deben descongelarse periédicamente para ser
limpiados y desinfectados, ya que durante el congelamiento pueden romperse tubos o
ampollas. Todo el material debe estar perfectamente rotulado para evitar inconvenientes.

Limpieza del laboratorio, debe realizarse cuando finaliza la labor diaria, o a la
mafiana siguiente. El personal encargado de esta tarea debe estar bien instruido por el jefe
del laboratorio.

La descontaminacion de pisos, mesadas, paredes alrededor de las mesadas, debe
realizarse con un desinfectante adecuado como hipoclorito de sodio al 2%. La
descontaminacion de equipos se debe realizar con soluciones no corrosivas como
glutarladehido al 2%.

Eliminacion de desechos, debe separarse:

+ EI material contaminado para eliminacién, se coloca en recipientes impermeables
para ser esterilizados, y en algunos casos se llevan cerrados directamente al incinerador.

+ Objetos cortantes y aguzados, se colocan en recipientes de paredes rigidas, se tapan

y van a bolsas para ser autoclavado, y se eliminan con la basura.

MEDIDAS EN CASO DE ACCIDENTES

A pesar de las precauciones y la organizacion en un laboratorio, pueden ocurrir
situaciones que expongan al personal al contagio de diversos agentes patdgenos. En todos
los casos, producido el incidente, debe mantenerse la calma y resolver la situacion lo mas

adecuadamente posible y sin pérdida de tiempo. Se recomienda:

1"
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+ Suspender la tarea que se estaba realizando

+ Auvisar al responsable del laboratorio, quien decide los pasos a seguir

+ Determinar con qué material se produjo el accidente, evaluar el riesgo potencial e
iniciar si es necesario y posible un plan de inmunizacién pasiva-activa

+ Si ocurrieron cortes, raspaduras o pinchazos, lavar inmediatamente la herida con
aguay jabon.

+ Ante salpicaduras en los ojos, enjuagar inmediata y repetidamente con agua o
solucion fisiologica.

+ Siocurri6 aspiracion por boca, enjuagar repetidamente con agua.

¢+ Manchas de sangre u otros materiales en la ropa, frotar con hipoclorito de sodio

concentrado y luego con agua.

PROFILAXIS

+ Inmunizacién pasiva: En casos de accidentes o sea post exposicion, si el personal
no estd inmunizado previamente son indicados sueros inmunes (gammaglobulinas) o
hiperinmunes dentro de las 48 hs para lograr mayor efectividad. Deben darse 2 dosis con 30
dias de diferencia y recordar que confieren inmunidad temporaria.

+ Inmunizacién pasiva — activa: Es la conducta de eleccion para aquellos individuos
que ante una situacién de riesgo, no se cuenta con tiempo suficiente para efectuar
solamente inmunizacién activa. Se administra en forma simultanea pero en distintos lugares

(ambos deltoides) una gammaglobulina hiperinmune y la vacuna correspondiente.

BIBLIOGRAFIA
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TRABAJO PRACTICO N° 2

TEMA: Toma de muestra - recoleccidn y transporte — conservacion — procesamiento

INTRODUCCION

1. Obtencién de muestras para estudio virologico

La eleccion de las muestras para la investigacion virolégica depende de la naturaleza,
de los sintomas del paciente y del conocimiento de la patogénesis del agente viral
sospechado.

Como regla general, cuando una enfermedad genera lesiones sobre mucosas o epitelios,
se toma material de dichas lesiones por medio de hisopos. Si la enfermedad se localiza
sobre el tracto respiratorio se recomienda secreciones respiratorias 0 aspirados
nasofaringeos. Por ultimo, si la enfermedad es generalizada como, por ejemplo, un
sindrome febril prolongado o una enfermedad de origen congénito es recomendable tomar
muestras de multiples sitios.

El siguiente cuadro es una guia de muestras clinicas para el diagnéstico viroldgico

rapido.
MANIFESTACION CLINICA | AGENTE MAS COMUN MUESTRA
Enterovirus LCR, MF, HF.
Infeccion del SNC HSV Biop. de cerebro, suero, LCR.
Parotiditis HF, LCR, orina, suero.
Influenza ANF, hisopado nasal, LBA.
ANF, hisopado nasal.
ADV :
. . ANF, hisopado nasal.
Infeccion del tracto Parainfluenza .
; . ANF, hisopado nasal.
respiratorio RSV
., ANF, suero.
Sarampion
LBA, suero, sangre
CmMV .
heparinizada.

13




Catedra de Virologia
Carrera de Biogquimica

HSV HV
VzZV HV
Enfermedades
exantematicas y vesiculares
- Vesiculares HSV HV, suero.
\"/AY HV, suero.
Sarampidn Suero, ANF.
Rubeola Suero
- Exantematicas Enterovirus Hisopado de lesion, MF, HF.
Parvovirus Suero
HSV-6 Suero
EBV Suero
ADV ANF, Suero.
HSV Hisopado ocular, suero.
. ADV Hisopado ocular, suero.
Infecciones oculares . .
Enterovirus Hisopado ocular.
\VAY Hisopado ocular, suero.
Infecciones Rotavirus MF
gastrointestinales ADV 40-41 MF
Hepatitis A, B, C, D, E Suero

Enterovirus (Coxsackie

MF, Liquido pericardico,
suero.

B1-6)
Infecciones cardiacas CMV Sangre heparinizada, Liquido
Influenza pericardico, suero.
ANF, suero.
CMV Sangre heparinizada, orina,
suero.
Infecciones congénitas HSV HV, suero.
Rubeola Suero
Parvovirus Suero
. - CMV Suero, sangre heparinizada,
Slndrome mon_onucleosmo / orina
Sindrome febril prolongado EBV SUero

En negrita se resaltan las muestras aptas para el estudio viroldgico

MF: materia fecal

HF: hisopado faringeo
ANF: aspirado nasofaringeo
LBA: lavado broncoalveolar
HV: Hisopado vesicular
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2. Recoleccion y transporte

Para la mayoria de los virus, las muestras deben obtenerse dentro de la primera
semana de iniciado el cuadro clinico, periodo en el cual se tienen las mayores posibilidades
de deteccion o recuperacion.

En condiciones ambientales adversas, los virus pierden en mayor o menor grado su
infectividad. Por ello, es necesario que las muestras sean recolectadas bajo condiciones que
permitan retener su contenido viral. Por tal fin, se usan medios de transporte disefiados para
mantener la viabilidad viral. Dichos medios son soluciones salinas isotonicas
suplementadas con proteinas (por ej.: albumina o suero fetal bovino) como estabilizante
viral, antibi6tico y antimicotico, para inhibir la flora que pueda contaminar la muestra. En
caso de no contar con tales medios, la alternativa es utilizar medio de transporte Stuart o
solucion fisioldgica. Los hisopos secos no mantienen la infectividad viral por lo que no son
aptos para el intento de aislamiento.

Las muestras para aislamiento deben ser enviadas lo antes posible al laboratorio. De
lo contrario, se pueden conservar por 1 — 2 dias entre 4 — 8°C en heladera. No congelar el
material a menos que transcurra mas tiempo.

El cierre de cada tubo con las muestras se debe precintar con tela adhesiva y rotular,
indicando el nombre y apellido del paciente, tipo de material y fecha de obtencion.
Ademas, se debe adjuntar un resumen de la historia clinica del paciente.

El transporte debe efectuarse en condiciones de refrigeracion. Para distancias cortas,
se sugieren heladeras portatiles de telgopor y sachets refrigerantes o cubos de hielo
contenidos en bolsas plasticas. En el caso de grandes distancias (que excedan las 24 — 48 hs

de transporte) se aconseja la utilizacién de hielo seco.

3. Recoleccion de muestras para cultivo de virus
A continuacion se brinda informacion mas detallada para la obtencion de las muestras

mas empleadas en el diagndstico viroldgico.
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Materia fecal: tomar una o dos cucharadas en un frasco limpio o estéril de boca

ancha. REFRIGERAR. Se puede investigar Adenovirus, Enterovirus.

Liquidos corporales normalmente estériles: en este grupo se incluyen el LCR,
liquido pleural, amniotico, sinovial, pericardico, humor vitreo y otros liquidos organicos.
Estas muestras no se deben diluir con ningun medio de transporte. Se puede investigar en
LCR: Enterovirus, HSV, Parotiditis, virus de la rabia. En Liquido pericardico: Coxsackie B.
REFRIGERAR.

Muestras de biopsia o autopsia: colocar en un frasco estéril con 2 ml de medio de

transporte. En su defecto usar solucion fisiologica. REFRIGERAR.

Sangre (para antigenemia o viremia): enviar 5-10 ml de sangre anticoagulada con

heparina 0 EDTA recogida en tubo estéril.

Médula ésea: los aspirados de médula dsea deben recolectarse con anticoagulante
(EDTA, Citrato de sodio o Heparina) en un tubo estéril. REFRIGERAR. Buscar CMV. No

se puede usar la heparina si la muestra también sera procesada con la técnica de PCR.

Aspirado nasofaringeo: introducir una sonda nasogastrica por las fosas nasales hasta
la pared posterior de la faringe. Aspirar las secreciones y recoger en recipiente estéril. Con
la misma sonda, se aspiran 2 - 3 ml de medio de transporte para bafar dichas secreciones.

Investigar Adenovirus, VSR, Influenza, Parainfluenza.

Hisopado nasofaringeo: Introducir un hisopo en nariz y rotar, pasar otro hisopo por
amigdalas y faringe posterior. Colocar en medio de transporte. REFRIGERAR. Investigar

ADV, VSR, Influenza, Parainfluenza, Sarampidn, Parotiditis, Rinovirus.

Hisopado de endocérvix: Remover el moco de exocérvix con un hisopo y descartar.
Introducir otro hisopo 1 cm en el cuello de Gtero y rotar, colocar en medio de transporte.
REFRIGERAR. Investigar HSV, CMV, HPV. Para deteccion de Herpes simple debe

obtenerse también un hisopado vulvar.
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Lesion dérmica vesicular: Romper la vesicula y recolectar el fluido con un hisopo.
Luego, con el mismo hisopo pasar por la base de la lesion. Colocar en medio de transporte.
REFRIGERAR. Investigar Coxsackie A, Echovirus, HSV, VZV.

Orina: Recolectar 10 a 20 ml del chorro medio en recipiente estéril (igual que
urocultivo). REFRIGERAR.
Investigar ADV, CMV, HSV, Parotiditis, Rubéola, Sarampion.

Para maxima recuperacion se sugieren 2 0 3 muestras en dias sucesivos.

Raspado corneal o conjuntival: Debe ser obtenida por un oftalmdlogo. Colocar en
medio de transporte. REFRIGERAR.

Saliva: 2 ml en recipiente estéril para Coxsackie B. REFRIGERAR. Para el virus de
la rabia, recolectar saliva con dos hisopos, en piso anterior de la boca y cerca del conducto
de Stenon. Colocar en medio de transporte. REFRIGERAR.

Hisopado rectal: Introducir el hisopo 4 a 6 cm en el recto para obtener materia fecal.
Colocar en medio de transporte. REFRIGERAR. Investigar ADV, Enterovirus. No es

equivalente a materia fecal para aislamiento viral; se aconseja en proctitis.

Lavado broncoalveolar: 8 a 10 ml en recipiente estéril. REFRIGERAR. Buscar
CMV, HSV, ADV.

Lesién conjuntival: Hisopar conjuntiva, realizando la eversién del parpado inferior.
Colocar en medio de transporte. REFRIGERAR. Investigar ADV, Coxsackie A, CMV,
Enterovirus 70, HSV.

4. Técnicas seroldgicas

Para técnicas seroldgicas enviar 2 ml de suero en un tubo con su correspondiente
tapén de goma o plastico. Una sola muestra si se estudiara presencia de IgM especifica. Si
se realizara estudio de 1gG por conversion serologica se recomienda realizar el estudio

sobre muestras pareadas obtenidas con 10 — 15 dias de diferencia.
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5. Medios de transporte
Existen numerosas formulaciones de las cuales s6lo se mencionan las siguientes:
v’ “2-SP”, (Buffer fosfato 0,2 M + sacarosa 0,2 M + 2% suero fetal bovino +
gentamicina 20 ug /ml + anfotericina B; PH 7,2)
v" Medio escencial minimo (MEM) con glutamina y suero fetal bovino al 2% +

gentamicina 20 ug / ml + anfotericina B (Medio de mantenimiento).

El medio de transporte se distribuye desde el laboratorio de virologia. Se conserva en
heladera a 4 — 8°C o mejor congelado por un periodo no mayor de 60 dias a partir de la
fecha de preparacion, indicado en el rétulo. En el momento de la inoculaciéon el medio

deberd estar totalmente descongelado.
6. Procesamiento de muestras para busqueda de antigenos

v Aspirados nasofaringeos y lavados broncoalveolares
a. Centrifugar 10 min. a 1500 rpm.
b. Tomar el pellet celular. Lavarlo para eliminar el moco con PBS pH 7,2.
c. Dejar secar a temperatura ambiente. Fijar con acetona 10 min. a 4°C.

v Leucocitos polimorfonucleares (PMN)
a. Separo la fraccion de PMN de sangre heparina mediante gradientes como Ficoll-
Hypaque o Dextran 250 kd al 5 %. Realizar dos lavados con PBS.
b. Ajustar la concentracion a 10 PMN/ml. Hacer improntas por duplicado en

portaobjetos adecuados.

v" Medula 6sea
Se debe procesar en forma idéntica a la sangre heparinizada.

v Biopsias 0 necropsias
a. Tomar el material con pinzay frotar sobre los pocillos del portaobjetos de forma

tal que se adhieran la mayor cantidad de células posibles.
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b. Dejar secar a temperatura ambiente.

c. Fijar con acetona 10 min a temperatura ambiente.

v" Hisopados
a. Los hisopos son enviados frecuentemente al laboratorio, y son tomados de
distintas fuentes: fauces, faringe, piel, recto, conjuntiva y genitales. Una vez
obtenido, introducirlo en un tubo con 2 ml de medio de transporte, quebrando el
palillo a una altura que permita el cierre del tubo.
b. Con los hisopos es posible realizar improntas para busqueda directa de
antigenos. Para ello se deben seguir las siguientes instrucciones:

I.  Humedecer el hisopo en medio de transporte o en solucion fisioldgica.

I[l.  Tomar la muestra tratando de obtener la mayor cantidad de material
posible.

I1l.  Repasar el hisopo en por lo menos seis pocillos del portaobjetos.

IV. Dejar secar a temperatura ambiente. Fijar con acetona por 10 min a
temperatura ambiente. Envolver en papel para su transporte.

7. Procesamiento de las muestras para el cultivo rapido

Antes de inocular las muestras, éstas deben tratarse (por ejemplo, con
antimicrobianos) para eliminar agentes no virales como por ej.: bacterias, hongos, toxinas o
pH muy &acidos que puedan producir efectos nocivos sobre las lineas celulares inoculadas.

Dicho tratamiento no debe alterar la infectividad viral.

v Hisopados
a. Agitar el tubo que contiene el hisopo mediante un vortex.
b. Utilizando pinzas estériles, presionar firmemente el hisopo contra la pared del
tubo. Descartar el hisopo.
c. Centrifugar a 1500 rpm durante 20 min a 4°C

d. Transferir el sobrenadante a un vial con antibioticos y antimicéticos.
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e. Conservar a -70°C.

v Aspirado Nasofaringeo
a. Centrifugar 10 min. a 1500 rpm a 4°C.

b. Tomar el sobrenadante. Tratarlos con ATB y antimicoticos. Conservar a -70°C.

v' Sangre
a. Utilizar gradientes de densidad como Ficoll-Hypaque o Dextran 250 Kd al 5%
para separar los leucocitos PMN.
b. Resuspender las células en 2 ml de MEM.

v' Medula 6sea
El aspirado de medula dsea recogido con anticoagulante, puede diluirse en un

pequefio volumen de medio de transporte, y procesarse igual una muestra de sangre.

v' Orina
Las muestras de orina son comunmente citotoxicas y &cidas.

Medir pH. Neutralizar si es necesario con ATB y antimicoéticos.

v LCR

Si se sospecha contaminacion bacteriana debe tratarse con ATB.

BIBLIOGRAFIA
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TRABAJO PRACTICO N° 3

TEMA: Deteccion de acidos nucleicos. Reaccion en cadena de la polimerasa.

INTRODUCCION

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction), es una
metodologia que consiste en la amplificacion enzimatica en ciclos repetidos de un

fragmento especifico de ADN utilizando la enzima ADN polimerasa Termoestable (Taqg).

En los dltimos afios, la PCR se ha convertido en una revolucionaria tecnologia que
facilita los estudios moleculares en el laboratorio y que abre nuevas perspectivas a la

investigacion y al diagnostico médico.

Para poder llevar a cabo esta técnica existe una infraestructura de laboratorio requerida
para tal fin. El laboratorio de biologia molecular, posee diferentes espacios fisicos (Areas)
que son indispensables que se detallan a continuacion.

1. Infraestructura de un laboratorio de biologia molecular (PCR)

Separacion Fisica

El principal agente contaminante es el usuario!

Area 1 ‘ Area 2 ‘ Area 3 ‘ Area 4

Preparacion de Preparacion de Amplificacion Detecs onide
los reactivos las muestras de las muestras oS resulindos
(PCR)

Material Contaminante

Pre-PCR Post-PCR
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Areal s Arca2 Area 3 — Area 4

Preparacion de
los reactivos

vProhibida la
entrada de toda
fuente de ADN.

vAlicuotar los
reactivos

vPreparar mezclas
de reaccion.

vAlmacenamiento
dentro del area.

vUso de gabinetes
con UV,

Preparacion de
las muestras

vUso de kits para
minimizar manipu-
lacién.
vAlmacenamiento

dentro del area.

vUso de gabinetes
con UV o flujo
laminar.

2. Etapas en el procesamiento

a.  Requerimientos de la muestra

>

Obtencién

Amplificacion
de las muestras

(PCR)

Deteccibén de
los resultados
=

vDisminuir la formacién de

aerosoles:

*Centrifugar antes de abrir los tubos

*Abrirlos con cuidado

*Pipetear con cuidado

vSi se requiere re-amplificar:

*Limpieza de las cubas (depurinacién

con HCI 1N)

*Cubrir transiluminador con un film

- sangre entera anticoagulada con EDTA

- plasma/suero

- liquido cefalorraquideo

- material de biopsia
- fluidos corporales

»  Conservacion

- dentro de las 24 hs: 2-8°C
- mas de 24 hs congelar a -20°C ¢ -70°C

>

Extraccion de los acidos nucleicos

b.  Amplificacion

c. Deteccion
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3. Meétodos de amplificacion de acidos nucleicos
La PCR es una metodologia que consiste en la amplificacion enzimética en ciclos
repetidos, de un fragmento especifico de ADN, utilizando la enzima ADN polimerasa
termoestable (Taq).

Ventajas y usos:

- Réapida y eficaz.

- Deteccidn de patogenos responsables de enfermedades infecciosas.
- Aplicacion a la medicina forense y legal.

Componentes de la reaccion de PCR
- Oligonucledtidos (cebador o primer): Secuencias cortas de ADN que flanquean el
fragmento a amplificar y actian como iniciadores de la polimerizacion.

- Tampdn (Buffer de reaccion): Necesario para crear las condiciones 6ptimas para la
actividad de la ADN polimerasa.

- Enzima ADN polimerasa termoestable.

- Desoxinuclettidos trifosfatos (ANTPs): Sustrato necesario para la formacion de la
cadena de ADN.

- MgC|2

- Muestra de ADN o templado (contiene la secuencia a amplificar).
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Esquema de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

4. Tipos de PCR

a. Reaccion de PCR a partir de ARN (RT-PCR)

El material de partida es ARN, pero como la PCR utiliza una ADN polimerasa, es
necesario hacer previamente una copia del ARN a ADNc. Esto se consigue haciendo en una
primera etapa una transcripcion reversa del ARN. EI ADNc obtenido es el sustrato en la

reaccion de PCR usando cebadores especificos.
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b. PCR anidada o Nested PCR
Es un método para incrementar la sensibilidad y la especificidad de la amplificacion.
Consiste en realizar una segunda amplificacién con otro par de cebadores que se ubican por
dentro de la secuencia a amplificar respecto de los cebadores iniciales.

Nested PCR
first outer primer set targeted
\ sequence
A & |
(—-
————— =Amplicon = — — —
1 enter 2™ PCR
second inner primer set
N -l
[ |
I
. |
- = « 2" Amplicon = <

| |
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c. PCR Multiplex
Se incluyen dentro de la misma reaccion de PCR mudltiples pares de cebadores
especificos para diferentes dianas, por lo que se produce una co-amplificacion de diferentes
dianas.
Multiplex PCR

Primer set A Primer set B Primer set C Primer set D

PCR with all four primer
setsina single tube

v v v }

Gene A Gene B GeneC Gene D

d. Real Time PCR

Es una metodologia que permite medir en tiempo real la formacion de un producto de
PCR, debido a que los procesos de amplificacion y deteccion se producen simultaneamente.
Utiliza un fluorémetro adosado a un equipo convencional de PCR y tubos de calidad éptica.

Se basa en el uso de un oligonucleétido que contiene un fluorocromo y un quencher.
La proximidad de estos dos elementos bloquea la fluorescencia. Cuando éstos se separan en
el transcurso de la amplificacion, aumenta la emision de fluorescencia, que es proporcional
a la cantidad de ADN formado.

Ente las desventajas que presenta se incluyen la necesidad de una optimizacion
perfecta, el hecho de que no se puede asegurar la especificidad de la reaccion, complica el

uso de controles internos, y tiene un elevado costo.
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Fluorophore Quencher

Forward PCR. primer ”'2 TagMan ?
- Probe

]

e
Reverse PCR primer

v

Amplification Assay

Polymerization
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E

e e & & @ pe—
i

V Probe displacement
Fluorescence and deavage

mmb&ﬁ&c&ﬁ-ihd

T O O O R W W age—
-y 7

Fesult
fFlucrescence

NP

PCR Products Cleavage Products

5. Protocolo general de una reaccion de PCR

Una reaccion de PCR se realiza habitualmente en un volumen de 25 a 50ul, en un
aparato automatico programado (ciclador térmico) para conseguir las temperaturas y los
ciclos deseados.

Un ciclo tipico de PCR consiste en realizar la desnaturalizacion a 94° C durante 20
seg., la hibridacion de los cebadores con el ADN molde a 55° C durante 20 seg., y la
sintesis a 72° C durante 30 seg.

El tiempo de incubacidén a 72° C (extension) varia de acuerdo a la longitud de la
secuencia a ser amplificada. La temperatura de hibridacion o annealing depende de la
longitud de los cebadores y de su contenido de CG. Si los cebadores tienen una
complementariedad perfecta con el templado se usa 55°C para (C+G) < 50%, 0 60°C para
(C+G) > 50%.
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6. Visualizacién de ADN: Electroforesis en gel de agarosa
Luego que los ciclos de PCR han terminado, los productos de amplificacion se
separan por electroforesis en un gel de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio, GelRed,
GelGreen o SYBR Green.
Es un método estandar usado para analizar moléculas de ADN de mas de 200 pares de
base (pb).

v" Protocolo corrida electroforética en gel de agarosa

Visualizar el ADN extraido corriendo 5 pl de muestra en pocillos dentro de en un gel
de agarosa 0.2% en una cuba de electroforesis, usando como buffer de electroforesis TBE
0.5X, y como marcador de peso molecular, 1 Kb. Debe tenerse en cuenta siempre que el
volumen de las muestras no debe sobrepasar el volumen de los pocillos del gel.

Antes de sembrar la muestra se le agrega un volumen determinado de colorante (1 pl)
de frente (azul de bromofenol) para visualizar la corrida.

La electroforesis se lleva a cabo a 100V durante 1 h a temperatura ambiente; los geles
luego se tifien con Bromuro de Etidio, GelRed, GelGreen o SYBR Green, los cuales se
intercalan entre las bases del ADN y son fluorescentes cuando se iluminan con luz

ultravioleta.

v Reactivos necesarios
- TBE 0.5X buffer (Tris base, &cido bérico, EDTA [0,5 M], pH 8,0)
- 0,2 % agarosa en 5X TBE buffer
- Bromuro de etidio, GelRed, GelGreen o SYBR Green

- Marcador de peso molecular: 1kb; 5. Buffer de corrida.

v Preparacion del gel de agarosa
- Preparar la cuba de electroforesis con el peine correspondiente.
- Realizar el calculo necesario para preparar un gel de agarosa 2% (25 ml).

- Pesar la agarosa. Diluir con TBE 5X hasta 25 ml y calentar hasta disolucion.
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- Dejar enfriar 5 minutos, 1 ul de bromuro de etidio y verter solucion de
agarosa.
- Dejar solidificar y cubrir el gel con TBE 0.5X.

ACTIVIDAD PRACTICA:

1. Reaccion de PCR: Amplificacion del gen hexon de Adenovirus a partir de

muestras de orina.

MATERIALES:
v Buffer 5x
v" MgCl,
v Agua bidestilada estéril
v' dNTPs
v Cebadores: hexAA1885y hexAA1913
v Taq polimerasa
v Micropipetas, Tips, Tubos de PCR, Termociclador.
v' Agarosa, Bromuro de Etidio, TBE buffer 5X, Marcador de PM 1kb, Cuba de

electroforesis y analizador de imagenes transiluminador con luz UV.

METODOLOGIA:

a. El ADN total serd extraido mediante la utilizacion de un kit comercial de acuerdo
con las instrucciones suministradas por el fabricante partiendo de la siguiente muestra:
orina.

b. Preparar la mezcla de reaccion (volumen final 50 ul): Agua bidestilada estéril: 13
pl; buffer 5x: 10 pl; Mg CI2: 8 pl; dNTPs: 2 pl (10mM c/dNTP), primer hexAA1885: 3ul;
primer hexAA1913: 3ul; Taq Polimerasa: 1pl, y ADN: 10ul.

c. Realizar la PCR usando las siguientes condiciones:
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NUmeros de ciclos Temperatura (°C) Tiempo
94 7 min
1 55 1min
72 1.5 min
94 1 min
40 55 1 min
72 1.5 min
1 4 99hs

2. Reaccion de PCR a partir de ARN (RT-PCR): Amplificacion del gen M del virus

influenza A a partir de muestras respiratorias.
MATERIALES:

Kit QIAGEN One-step RT-PCR®, recomendado por la OMS.

Buffer 5x QIAGEN RT-PCR

RT-PCR Enzime Mix

ARNasa inhibitor (20 U/ul)

Agua bidestilada estéril

Cebadores: M30F2/08 y M264R3/08

Micropipetas, Tips, Tubos de PCR, Termociclador

Agarosa, Bromuro de Etidio, TBE buffer 5X, Marcador de PM 1kb, Cuba de

electroforesis y analizador de imagenes transiluminador con luz UV.

AN NN T N N N N

METODOLOGIA:

a. El ARN total sera extraido mediante la utilizacion del kit QIAMmp® Viral RNA
(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones suministradas por el fabricante partiendo de la
siguiente muestra: hisopado nasofaringeo.

b. Preparar la mezcla de reaccion (volumen final 25 ul): Agua bidestilada estéril: 9,5
pl; buffer 5x QIAGEN RT-PCR: 5 pl; dNTPs: 1 pl (10mM c/dNTP), primer M30F2/08:
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1,5ul; primer M264R3/08: 1,5ul; RT-PCR Enzime Mix: 1ul, ARNasa inhibitor: 0,5ul, y
ARN: 5pl.

c. Realizar la PCR usando las siguientes condiciones:

Numeros de ciclos Temperatura (°C) Tiempo

1 50 30 min
95 15 min

45 94 30 seg
50 30 seg
72 1min

1 72 10 min
4 99hs

d. Corrida electroforética durante 60 min a 120 voltios (V). Visualizar los productos de
PCR en gel de agarosa al 2%. Usar el marcador de peso molecular 1kb (bandas de 100 a
2000 pb).

e. Una muestra de los resultados que se consiguen:

2000 pb
1500 pb
1000 pb

500 pb

300 pb
244 pb
200 pb

Fmer

100 pb

Electroforesis de los productos de la RT-PCR del gen M. Calle
3y 5 bandas de 244 pb correspondientes al gen M. calle 8: PM
de 1kb.
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TRABAJO PRACTICO N°4

TEMA: Diagnostico de Infecciones Respiratorias Agudas. Reacciones de

Hemaglutinacion e Inhibicion de la Hemaglutinacion.

INTRODUCCION

Hemaglutinacién viral

Muchas familias de virus poseen la capacidad de aglutinar globulos rojos de
diversas especies animales. Esta propiedad, descubierta para el virus de la gripe es utilizada
en un método sencillo para cuantificar virus.

Algunas familias, como Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae y los arbovirus poseen
en las espiculas de la envoltura, glicoproteinas con capacidad de aglutinar globulos rojos,
que se denominan hemaglutininas.

El fendmeno basico es la unién de las moléculas de hemaglutinina viral a receptores
mucoproteicos presentes en los glébulos rojos (Figura 1). Si la concentracion de viriones
es suficiente, se formaran multiples puentes entre ellos y los glébulos rojos se depositaran
en forma de reticulo en el fondo del tubo. El borde de este depdsito tiene una forma de
sierra caracteristica. En cambio, los glébulos que no fueron aglutinados se depositaran en

forma de botdn. La lectura de la reaccion es visual (Figura 2).

Figura 1. Esquema de

—~ _HA hemaglutinacién viral.
/ -\ s GR: glébulo rojo;
’_ ‘ GR ‘J,_\) V: virion de orthomyxovirus;

HA: hemaglutinina viral;

":j\.'/’ _Q;;’_\ WA NA: neuraminidasa.

d ) A oA
4 R 7 (B e
/f\ \\ /" \\/(
\7/ e  Recepiof
>
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Figura 2. Lectura de una reaccion de hemaglutinacion. La lectura es visual y la inversa de la
ultima dilucion que presenta hemaglutinacion completa corresponde al titulo hemaglutinante.

Habitualmente, se realizan diluciones dobles de la suspension viral, las que se
mezclan con globulos rojos. La ultima dilucion que presenta hemaglutinacion completa es
el titulo hemaglutinante.

El mecanismo responsable de la hemaglutinacion es la unién de las hemaglutininas
virales a receptores que se encuentran en la membrana de muchas células y que son
especialmente abundantes en los globulos rojos. Los receptores son mucoproteinas que
contienen acido N-acetil-neuraminico (NANA). Estos receptores también se encuentran en
las células del tracto respiratorio y son los que permiten la adsorcion de los mixovirus y

paramixovirus.

Inhibicion de la hemaglutinacion

Si se hace reaccionar un virus con capacidad de hemaglutinacion con su anticuerpo
especifico, éste anulara su capacidad de hemaglutinacion por bloqueo de las hemaglutininas
presentes en la envoltura del virion. Este fenomeno se llama inhibicion de la
hemaglutinacion y es utilizado con frecuencia como método diagndstico tanto para
identificar virus como para estudios serolégicos con el fin de determinar la presencia de

anticuerpos especificos inhibidores de la hemaglutinacion en el suero del paciente.
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ACTIVIDAD PRACTICA:

MATERIALES:

Tubos de hemdlisis estériles. Tubos de ensayo estériles. Tubos de centrifuga estériles.
Pipetas de 10 ml, 5 ml, 1 ml 1/100. Centrifuga. Aglutinoscopio. Bafio Maria a 37 °C y 56
°C.

Desinfectantes: alcohol, alcohol iodado, hipoclorito de sodio.
Glbbulos rojos humanos “O” Rh + u otro de origen animal.

Antigenos: hemaglutininas viricas u otras.

<N N X

Sueros problemas inactivados 30’ a 56 °C; Suero positivo inactivado 30’ a 56°C,
Solucién fisiolégica o Solucion Salina Balanceada (SSB); Solucion Alsever;
Solucion de dextrosa gelatina veronal (DGV).

v" Jeringas descartables de 20 o 50 ml estériles. Agujas calibre 12 o 16.

METODO:

A) Obtencién de Glébulos Rojos

1. Obtener glébulos rojos (GR) Humanos o animales (pollos, gansos, ovejas, etc.)
por puncion venosa, empleando una jeringa estéril que contenga Alsever (cantidad
adecuada segun el origen de los GR).

2. Desinfectar el lugar de trabajo.

3. Desinfectar la zona de puncion con alcohol iodado y luego con alcohol.

4. Punzar la vena elegida hasta completar el volumen necesario para obtener GR al

50%, homogeneizar bien para evitar coagulacion.

B) Lavado de GRy preparacion de la suspension a usar.
1. Lavar los GR tres veces con DGV procediendo de la siguiente manera:

a) Centrifugar la sangre obtenida a 2500 rpm durante 10 minutos.
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b) Eliminar cuidadosamente el sobrenadante y agregar igual volumen de DGV
(evitar hacer espuma) y volver a centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.
Observar si el sobrenadante presenta restos de hemdlisis o turbidez.

c) Repetir el procedimiento hasta obtener un sobrenadante limpido.

2. Preparar la solucion madre de GR:
Resuspender el sedimento de GR lavados para obtener una suspension de

concentracion 1/10 en solucion buffer.

3. Preparar solucion de trabajo de GR 0,5% en solucion buffer:
Preparar de acuerdo al nimero de alumnos por ej:
0,5 ml GR 1/10 + 9,5 ml de buffer + 0,5 de plasma.

REACCION DE HEMAGLUTINACION (Titulacion de antigeno viral)

a) Suspender el antigeno (Ag) problema en dilucion Ya.

b) Numerar los tubos a emplear (aprox. 10 tubos de hemdlisis) y disponerlos en una
gradilla de alambre con fondo de alambre cuadriculado.

c) Hacer diluciones seriadas al medio, poniendo 0,5 ml de solucién fisioldgica o buffer
en todos los tubos.

d) Agregar 0,5 ml del Ag (¥4) en el primer tubo con la pipeta de 1 ml, y con otra pipeta
de 1 ml mezclar y pasar 0,5 ml al tubo N° 2, y asi sucesivamente hasta el Tubo N° 9. El
tubo N° 10 seré control de GR. Tabla 1.

e) Colocar 0,5 ml de GR al 0,5% a todos los tubos y agitar la gradilla completa
suavemente por unos segundos.

f) Dejar en reposo a temperatura ambiente entre 45 y 60 minutos.

g) Observar el tubo N°10 (Control de GR) desde la parte inferior cada 5 minutos a
partir de los 40’ y hasta observar sedimentacion completa (boton de GR en el fondo del

tubo).
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Tabla 1. Titulacion del antigeno viral

Tubos 1 2 3 4 5 6

Solucion
L 051051 05 | 05 0,5 05|05 |05 ]| 05 0,5
fisioldgica

Aqg 1/4 0
g % —
Pasar ~> [ ~=>

s
s
20

0,5 0,5 0,5 0,5 | eliminar
i

(0]
GR5% |05 05|05 | 05| 05 | 05| 05| 05| 05 0,5

Reciproco de Control
o 8 16 32 64 128 256 | 512 | 1024 | 2048
la dilucion GR
Lectura
) + + + + 0 0 0 0 0 0
ejemplo

Al realizar las diluciones mezclar bien (aproximadamente 6 veces) antes de pasar al

tubo siguiente. Cambiar de pipeta en cada dilucion.

Positivo (+): Observar 1 capa delgada de GR en el fondo del tubo con bordes

irregulares, que a veces trepa algo por las paredes y sin botén en el centro.

= Negativo (0): Aspecto igual al control de GR.
= Titulo del Antigeno viral (Ag): por €j.1/64.
1 unidad hemaglutinante (UHA) esta contenida en 0,5 ml de la suspension viral

diluida 1/64.

REACCION DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION (Titulacién de Anticuerpos).
a) Preparar una gradilla con 12 tubos de hemolisis estériles numerados.
b) Colocar 0,25 ml de solucion fisioldgica o buffer en todos los tubos menos en el tubo

N° 1. Tabla 2.
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c) Preparacion del antigeno viral: Debe contener 4 unidades hemaglutinantes en 0,25
ml. Para ello emplear una suspension viral 8 veces mas concentrada que el titulo obtenido.
Ej: Si el titulo de la suspension es 1/64, diluir la suspension madre 1/8, pero como ya se
tiene una dilucion madre 1/4, diluirlo 1/ 2.

d) Diluir el suero problema 1/5. Para ello, poner 0,25 ml de solucion fisiologica o
buffer en todos los tubos excepto en el 1°.

e) Poner 0,25 ml de suero 1/5 en los tubos 1y 2, y pasar 0,25 ml del 2° al 3° tubo
previamente bien mezclado con la pipeta de 1 ml, tomando el recaudo de no hacer espuma.
Hacer lo mismo con los otros tubos hasta el N°8 inclusive y eliminar los 0,5 ml.

f) Agregar 0,25 ml del Ag viral (4 UHA) a todos los tubos excepto los tubos N°9, 10
y 11.

g) Agitar la gradilla. Dejar 10 minutos a temperatura ambiente (20° -25 °C).

h) Agregar 0,5 ml de GR (0,5%) a todos los tubos.

i) Tubos Controles

* Tubo N° 9: control de suero problema (inactivado 30 min. a 56°C).
Poner 0,25 ml de solucion fisioldgica + 0,25 ml de suero + 0,5 ml GR 0,5%.
* Tubo N°10: control de suero positivo (inactivado 30 min. a 56°C).
Poner 0,25 ml de solucion fisiologica + 0,25 ml de suero + 0,5 ml de GR 0,5%.
* Tubo N° 11: control de GR 0,5%.

Poner 0,5 ml de solucién fisiologica + 0,5 ml de GR 0,5%.
* Tubo N° 12: control de Ag viral.

Poner 0,25 ml de solucion fisioldgica + 0,25 ml Ag viral + 0,25 ml GR 0,5%
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Tabla 2. Titulacion de anticuerpos

Controles
Su.ero Suero GR Ag
paciente | (+) viral
Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Solucion
L --10251025]025|025 | 025|025 | 025 0,25 0,25 | 0,25 | 0,25
fisioldgica
Suero del
paciente |0,25| 0,25 0,25 0,25
1/5 > (> R > >
I > a0
L 0,25
=
Pasar del | ---- | ----- 025 10,25 0,25 | 0,25 | 0,25 [elimi| ------- [---=-m- | ==-om | -m-m---
nar
Ag viral
U4 0,25 025 (025025025 | 025|025 | 025 - |- | --—-- 0,25
Agitar. Y dejar 10 minutos a temperatura ambiente 20-25°C.
GR al
05105 1|05 (05| 05 0,5 0,5 0,5 0,5 05 (05 0,5
0,5%
Reciproco
de la 5 10 20 40 80 160 | 320 | 640 | -
dilucion
Lectura
- 0 0 0 M M M M M 0 0 0 M
j.
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TRABAJO PRACTICO N°5

TEMA: Hepatitis virales

INTRODUCCION

Diversos agentes infecciosos — como los hongos, protozoarios, bacterias y virus —
pueden afectar al hepatocito y por ende, la funcion hepética.

Los virus reconocidamente hepatotropos mas importantes son: virus de hepatitis A
(VHA), virus de hepatitis B (VHB), virus de hepatitis C (VHC), virus de hepatitis D (VHD)
y virus de hepatitis E (VHE).

También debe mencionarse el virus de Epstein Barr (EBV) y el Citomegalovirus
(CMV), en la produccion de un cuadro clinico de hepatitis, como asi también el virus

Herpes Simplex (HSV), sobre todo en neonatos.

VIRUS DE HEPATITIS A (VHA)

La hepatitis por virus A es endémica en todo el mundo, y una de las caracteristicas de
la enfermedad es su presentacion en forma de epidemia o brotes aislados.

La principal via de transmision es la fecal-oral, y por lo tanto, su epidemiologia esta
relacionada directamente con las condiciones higiénico-sanitarias de la poblacion. El ciclo
ano-mano-boca es el principal involucrado, asi como también el contacto persona a
persona, de manera que el hacinamiento y reuniones de personas, facilitan su propagacion.

La hepatitis por virus A es una infeccion entérica y su diseminacion se debe a la
excrecion de virus en materia fecal por el individuo infectado en la Ultima etapa del periodo
de incubacion. Esta virocupria tiene su maxima expresion entre 5 a 10 dias de la aparicion
de sintomas clinicos de enfermedad, y se extiende hasta 5-7 dias luego de la aparicién de la

ictericia o elevacion del nivel de actividad de transaminasas.
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Diagnostico:

Puede hacerse por métodos directos o indirectos; el primero basado en la deteccion
del virus en materia fecal, y el segundo en la deteccidn de los anticuerpos especificos contra
el virus originados en la respuesta inmune humoral del individuo infectado.

Se puede detectar una infeccion en la etapa aguda mediante la deteccion de
anticuerpos de clase IgM especificos. Las técnicas mas utilizadas son Quimioluminiscencia
y variantes de Inmunoensayos.

A los quince o veinte dias del inicio del cuadro clinico comienzan a elevarse también
los titulos de anticuerpos de clase IgG (aVHA IgG), que permaneceran detectables

practicamente de por vida, constituyendo la cicatriz inmunoldgica de la infeccion.

VIRUS DE HEPATITIS B (VHB)

Es un virus envuelto con ADN parcialmente de doble cadena, de distribucion
mundial, si bien pueden diferenciarse zonas endémicas de alta, media y alta prevalencia.

La principal via de transmision para este virus es la parenteral. La otra via importante
es la sexual, se estima que en un 30% de las hepatitis, ésta es la via involucrada. También
es importante la via de transmision perinatal sobre todo en zonas endémicas, donde madres
con presencia de HBsAg (antigeno de superficie) y HBeAg (marcador de alta replicacion
viral) en el momento del parto tienen un 90% de probabilidades de transmitir la infeccion al

neonato (4).

Diagnostico:

Se basa en la deteccion de las proteinas virales como el HBsAg y el HBeAg (el
HBCcAg no sale a circulacion), y de los anticuerpos especificos contra estos tres antigenos.

Generalmente el anticuerpo contra el HBcAg (aHBc) de clase 1gG, permanece
detectable practicamente de por vida, constituyendo la cicatriz inmunoldgica de la
infeccion, pero no indica resolucion o inmunidad, sélo que hubo infeccion. Si detectamos el
Ac de clase IgM (aHBc IgM), nos indicara una infeccion reciente. La negativizacion del

HBsAg, constituye la primera evidencia del cese de la replicacion viral y posterior

41



Catedra de Virologia
Carrera de Biogquimica

resolucion de la infeccion. Con la aparicion del Ac contra este Ag (aHBs), tenemos la
certeza de resolucion e inmunidad.

Cuando la negativizacion del HBsAg no se produce luego de un periodo prolongado
de evolucion (antes se tomaba como limite 6 meses, ahora se evalUa, ademas, la
sintomatologia e imagen histolégica), podemos sospechar una hepatitis cronica. En estos
pacientes la infeccion no se resuelve y el virus continta su replicacion.

Es muy importante evaluar mediante la deteccion de los distintos marcadores, el curso
de infeccion y pronostico.

El diagnostico seroldgico se realiza a través de la determinacion de Ags y/o Acs
especificos antivirales con pruebas de aglutinacion de latex, técnicas de ELISA o
quimioluminiscencia, utilizando el principio del sandwich simple o el inmunoensayo

competitivo.

VIRUS DE HEPATITIS C (VHC)

El virus de la hepatitis C es un virus ARN de simple cadena y polaridad positiva;
posee un tiempo de incubacién variable, de 4 a 8 semanas, y la mayoria de los pacientes
(75-80%) cursa la etapa aguda con una forma subclinica con moderada elevacion de las
transaminasas. El porcentaje de evolucion a cronicidad es mayor que en la infeccion por el
VHB, 50-75% de los casos. Los datos epidemioldgicos, lo relacionan fuertemente al

desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular.

Diagnostico:

El diagnostico seroldgico se basa en la deteccion de anticuerpos aVHC en el suero del
paciente. Se utiliza distintas técnicas de ensayo inmunoenzimatico, que detectan Ac de
clase 1gG. También se han desarrollado pruebas confirmatorias utilizando la técnica de
inmunoblotting, inmovilizando las proteinas virales o péptidos sintéticos en nitrocelulosa o
nylon, y detectando los Acs especificos por enzimoinmunoensayo (LIA o RIBA).

Puede determinarse la carga viral con técnicas de biologia molecular; se utiliza para

diagnostico confirmatorio y como factor pronostico tanto en la evolucion como en la
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respuesta al tratamiento. EI genotipo define el tratamiento y puede predecir la respuesta al
mismao.
VIRUS DE HEPATITIS D (VHD)

Es un virus ARN defectivo, que depende de la replicacion del VHB para poder
infectar y replicarse. Las vias de infeccidn son las mismas que de VHB. La infeccion puede
producirse simultaneamente con el VHB lo que se denomina coinfeccion, o bien en un

paciente con hepatitis cronica por VHB, produciendo sobreinfeccién (5).

Diagnostico:
Coinfeccion: aHBcIgM (+) +aVHD (+)
Sobreinfeccion: aHBcIgM (-) +aVHD (+)

Puede detectarse el Ag de VHD (VHD Ag) brevemente en la infeccion aguda. Luego
se detectan sucesivamente IgM e IgG. La IgM declina rapidamente en la infeccion
autolimitada, pero persiste en la crénica. La IgG puede permanecer de por vida. La
deteccion de ARN viral se emplea como confirmatoria y la carga viral por gPCR es (til

para monitoreo del tratamiento.

VIRUS DE HEPATITIS E (VHE)

El agente etiol6gico es un virus pequefio, desnudo, con ARN de simple cadena de
polaridad positiva, que se transmite de modo fecal-oral, es decir, depende de las
condiciones higiénico-sanitarias de la comunidad.

Se ha demostrado transmisién por contacto directo con animales infectados y sus
heces, por contaminacion ambiental e incluso por ingestion de carne de animales infectados
como cerdo, jabali y venado. Se ha sugerido la posibilidad de transfusion parenteral y hay

estudios que demuestran la transmisién vertical (6).

Diagnostico:
El diagndstico puede hacerse por deteccion de IgM e IgG con inmunoensayos. En

inmunosuprimidos puede utilizarse la deteccion de ARN en sangre o materia fecal.
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ACTIVIDADES PRACTICAS:

Objetivos:

1. Comprender el rol del laboratorio en las hepatitis virales.

2. Utilizar las metodologias para diagnostico y seguimiento, entendiendo los criterios
de control de calidad, en el marco de las recomendaciones cientificas y legales.

3. Interpretar resultados de la utilizacion de las diferentes técnicas en conjunto con la
clinica y terapéutica actual.

Desarrollo:

1. Comprension de las metodologias (2 hs).

Las técnicas a utilizar se detallan en el aula virtual. Elaborar una tabla de doble entrada
considerando, para cada metodologia, los siguientes items: en empleo actualmente, nombre
del fundamento técnico, qué detecta, esquema resumido de procedimiento, cémo se
informa, como se interpreta.

2. Aplicacidn de técnicas y guias clinicas a situaciones en pacientes (3 hs).

Las guias clinicas actualizadas y las situaciones, se detallan en el aula virtual.
Participacion del laboratorio en las hepatitis virales:

1. Diagnostico
1. VHA IgM, VHA IgG
2. HBsAg, aHBc IgM, aHBc IgG, HBeAg, aHBe, aHBs
3. aVHC
2. Seguimiento, monitoreo de terapia
1. Cuantificacion de carga viral plasmética de VHB y VHC: gPCR.
2. Genotipo de VHC.
3. Vigilancia epidemiolégica

1. Notificacidn de eventos
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Marcadores y algoritmos de diagnostico de hepatitis

a- (prefijo): anticuerpos.

Anti- (prefijo): anticuerpos.

Ac: anticuerpos.

Ag: antigeno

aVHA IgM: anticuerpos clase IgM anti VHA.

aVHA IgG: anticuerpos clase IgG anti VHA.

HBsAg: Antigeno de superficie de VHB. Previamente conocido como antigeno australiano.

Aparece en etapa aguda y se mantiene detectable en la infeccidn cronica.

aHBs: anticuerpo contra el antigeno de superficie de VHB. Aparece en la convalecencia,

indica recuperacion clinica e inmunidad.

aHBc: anticuerpo contra antigeno core (central) del VHB. Esta presente en la etapa aguda,

se mantiene en la cronicidad y en la convalecencia.

aHBc IgM: anticuerpo de clase IgM contra el antigeno del core. Es marcador de infeccién

reciente, presente en la etapa aguda en alto titulo.

HBeAg: antigeno e. Aparece en etapa aguda. Es un marcador de replicacion viral e

infectividad.

aHBe: anticuerpo contra el antigeno e. Generalmente indica recuperacion clinica y buen

prondstico.
ADN VHB: acido desoxirribonucleico de VHB. Indica replicacion e infectividad.

aVHC IgG: anticuerpos clase 1gG contra VHC. Indica exposicion a VHC.
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ARN VHC: &cido ribonucleico del VHC. Indica replicacion e infectividad.

aVHD IgM: anticuerpos clase IgM contra VHD. Presente en etapa aguda. Indica infeccion

actual, aunque puede persistir detectable por meses o afios.

avVHD 1gG: anticuerpos clase 1gG contra VHD. Indica exposicion previa, no

necesariamente infeccion actual. Puede persistir detectable por meses o afios.
aVHD: anticuerpos totales contra VHD. Indica exposicion al virus.

aVHE: anticuerpos totales contra VHE. Indica exposicion a VHE.

DESARROLLO DE MARCADORES DE INFECCION VIRAL POR VHA (1)
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO DE VHA (2)

Reactivo No reactivo
Caso confirmado En contextos de brote y en personas
de infeccidn aguda que se encuentran dentro de los grupos en
por VHA® riesgo evaluar lgG anti VHA

Resultado

Resultado
reactive no reactive
Infeccidn . Vacumar
pasada o . contra VHA
respuesta - :

a la vacuna.
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DESARROLLO DE MARCADORES DE INFECCION AGUDA POR VHB (1)
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DESARROLLO DE MARCADORES DE INFECCION CRONICA POR VHB (1)
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DESARROLLO DE MARCADORES DE VHB EN EL PACIENTE VACUNADO (1)

il Example* of a Serologic Response
Following Successful Hepatitis B Vaccination
in a Healthy Adult
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ALGORITMOS DE DIAGNOSTICO DE VHB (2)
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mﬂnm'gn PIIDBAII.'E
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) INTERPRETACION DE RESULTADOS SEROLOGICOS PARA HEPATITIS B
(3)

Interpretacion de los resultados serologicos para hepatitis B

Marcador Resultado Interpretacion
HEs Ag Mo reactivo La persona no tiene ni tuvo hepatitis B
Anti core-HB Mo reactivo
Anti-HBs Mo reactivo
HEs Ag Mo reactive | Tiene inmunidad por infeccidn natural a la hepatitis B
Anti-HBe Reactivo
Anti-HBs Reactivo
HEs Ag Mo reactivo | Tiene inmunidad por vacunacidn contra la hepatitis B
Anti core-HB Mo reactivo
Anti-HBs Reactivo
HEs Ag Reactivo Infeccidn aguda
Anti core-HB Reactivo
Anti core-HB IgM | Reactivo
Anti- HBs Mo reactivo
HEs Ag Reactivo Infeccidn cronica
Anti core-HB Reactivo
Anti core-HB lgM | Mo reactivo
Anti-HBs Mo reactivo
HEs Ag Mo reactivo | Posibles interpretaciones para este resultado:
Anti core-HB Reactivo 1 Infeccidon resuelta {lo mas frecuente)
Anti-HE=s Mo reactive | 2. Falso positive al anti-HBc (no tiena ni tuvo
hepatitis B)
3. Infeccidn crénica cculta
4. Infeccian aguda en resolucidn

Antigeno de superficie para hepatitis B (HBsAQ): se lo utiliza para diagnosticar infeccion
aguda o cronica. La persistencia por mas de seis meses indica infeccidén cronica y su
desaparicion, curacion. Cuando este antigeno (Ag) es reactivo, el VHB se puede transmitir

de una persona a la otra.

Anticuerpo contra el antigeno de superficie para hepatitis B (anti-HBs): su presencia indica
inmunidad para hepatitis B ya sea por exposicion natural y curacién o por vacunacion.

Anticuerpo core para hepatitis B (anti-core HB): indica infeccion actual o pasada por el
virus de la hepatitis B y persiste reactivo de por vida independientemente de la evolucion.
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Anticuerpo de superficie core IgM para hepatitis B (anti-core HB IgM): indica infeccion

reciente por virus de la hepatitis B. Es detectable durante los primeros seis meses
posteriores al contacto inicial con el virus.

ALGORITMO DE SEGUIMIENTO DE HIJO DE MADRE CON SEROLOGIA
HBsAg POSITIVA (2)

Anti-HBc (-) Anti-HBc (-) Anti-HBc (+)
anti-HBs >10mUI/ml anti-HBs < 10mUIl/ml anti-HBs < 10mUl/ml

J J )

l ! l

Indicar nuevo

esquema de vacuna Reactivo** No reactivo
contra VHB \I, l
. Confirma Descartar
Pasitive € Luegodeltima infeccién infeccion oculta
T dosis de vacuna,
control #n 1 mes ‘L »lr

/ con anti-HBs
Negati Repaetir Solicitar

\L HBsAga los ADN VHB

6 meses J/ \
Continda +

&n control con

especialista Reactivo Detectable No detectable
Infeccion Confirma Indicar nuevo
cronica infeccian esguema completo

de vacunacian
contra WHEB y
solicitar anti HBs
un mes luego de la
ultima dosis

*  Conosin Hbe&g reactivo y ADM WHE detectable de vacuna

** El 1% de los recién nacidos puede presentar esta situacidn

52



Catedra de Virologia
Carrera de Bioquimica

DESARROLLO DE MARCADORES EN LA COINFECCION VHB Y VHD (1)
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DESARROLLO DE MARCADORES EN LA INFECCION POR VHC (1)

| HCV RNA |
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO PARA VHC

Reactivo MNo reactivo
Estudiar ARN VHC Cazo descartada de
por técnicas infeccion por WHC
moleculares
Detectable detectable
Caso Infeccian
confirmado de resualta
infeccidn o falso
par VHC anti VHC*
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO DE HEPATITIS C EN NINOS EXPUESTOS (2)

DETECTABLE No DETECTABLE
Repetir en Repetir a los 18 meses
3-4 meses de edad: ELISA VHC

y ARN VHC
l |
Detectable No detectable
Confirma infeccion Descarta infeccion
por WYHC por VHC
Derivar para
seguimiento por

especialista
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Vigilancia epidemiolégica
Se realiza mediante notificacion de casos positivos (nominal y agrupada) en SNVS 2.0
(médico y bioquimico) y notificacion de Unidades Centinela (médico, bioquimico y

epidemioldgico).

BIBLIOGRAFIA

1. Centers for Disease Control and Prevention. Viral Hepatitis Serology Training
[Internet]. serol. 2015 [citado 3 de noviembre de 2018]. Disponible en:
https://www.cdc.gov/hepatitis/resources/professionals/training/serology/training.ht
m

2. Angeleri P, Coronel E, Solari J, Vidiella G, Vulcano S, Bruno M, et al. Hepatitis
virales. Guia para los equipos de salud. 2016.

3. Bruno M, Vulcano S, Gaiano A, Kaynar V, Levite V. Prevencion de la transmision
perinatal de sifilis, hepatitis B y VIH. Recomendaciones para el trabajo de los
equipos de salud. 2016; 86. Disponible en:
http://www.msal.gob.ar/images/stories/bes/graficos/0000000853cnt-2016-07_guia-
transmision-perinatal.pdf

4. Angeleri P, Pando M, Solari J, Viviella G. Las hepatitis virales en la Argentina.
Ministerio de Salud de la Naciéon. 2016.

5. Virologia Médica. Carballal G, Oubifia JR. 4ta Ed. Editorial Corpus. 2015.

6. Prasidthrathsint K, Stapleton J. Laboratory diagnosis and monitoring or viral
hepatitis. Gastroenterol Clin N Am. 2019. Jun; 48(2): 259-279.

57



Catedra de Virologia
Carrera de Biogquimica

TRABAJO PRACTICO N°6

TEMA: Cultivo de células animales

INTRODUCCION

El cultivo de tejidos animales se inici6 a comienzos de este siglo (Harrison, 1907,
Carrel, 1912), y como su nombre lo indica se basaba en la utilizacion de fragmentos de
tejidos sin disgregar, por lo cual el crecimiento estaba limitado a la periferia de tales
fragmentos.

Fue a partir de los afios 50 que esta metodologia fue desplazada por una explosion en
la expansion de los cultivos que utilizan células dispersadas, no obstante, el término
“cultivo de tejidos™ sigue utilizdndose como el nombre genérico para todas estas técnicas.

Si bien el cultivo de tejidos se inicid con tejidos provenientes de animales de sangre
fria, posteriormente hubo un gran estimulo a través de las ciencias médicas en el desarrollo
de cultivos a partir de animales de sangre caliente, en los cuales el desarrollo normal y

patoldgico es similar al del hombre.

TIPOS DE CULTIVOS CELULARES

Existen dos tipos basicos de cultivos celulares: los cultivos primarios y las lineas
celulares. Cultivo primario es el primer cultivo in vitro de células tomadas directamente del
organismo, mientras que la linea celular es un subcultivo del cultivo primario.

Los cultivos primarios conservan el nimero diploide caracteristico del organismo que
le dio origen. Con los sucesivos pasajes se van acumulando alteraciones (mutaciones
genéticas) dando un amplio espectro de variaciones celulares tanto genéticas como
morfoldgicas. Cualquier cambio que involucre al complemento cromosomico completo
(poliploidia) o a cromosomas individuales (aneuploidia) se denomina heteroploidia.

Comparando el cariotipo primario con el de la linea celular continua, se puede

observar que esta Ultima presenta en general un alto grado de aneuploidia.
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En la bibliografia se pueden encontrar distintas denominaciones y clasificaciones para
los cultivos celulares. Hayflick y Moorhead en 1961, denominaron a los cultivos como
primarios, cepas y lineas celulares.

Los cultivos primarios son aquellos obtenidos directamente de érganos o tejidos; son
diploides e iguales morfologicamente a las células que les dieron origen, conteniendo
usualmente una variedad de tipos celulares distintos que reflejan la estructura celular del
drgano que les dio origen.

Cepa es aquel cultivo, derivado de uno primario que por sucesivos pasajes permite la
seleccién de un Unico tipo celular, mantiene la diploidia inicial y presenta alteraciones a
nivel gendmico que no pueden observarse en el cariotipo sino fisiologicamente.

La linea celular derivada de la cepa es heteroploide y presenta una morfologia
particular, ya sea de tipo epitelial o tipo fibroblastica, segun el tejido que le dio origen.

Actualmente se considera que el cultivo recién establecido se denomina primario,
que es de vida corta y generalmente se pierde en los primeros pasajes. Si el cultivo logra
establecerse da origen a una linea celular continua, todavia diploide, que pude mantenerse
por un nimero limitado de pasajes (alrededor de 50). Superada esta etapa, se logra una
linea celular continua establecida, que pierde la diploidia inicial y teéricamente puede

mantenerse indefinidamente.

MEDIOS DE CULTIVO

Los medios pueden ser puramente biolégicos (extractos embrionarios), semisintéticos
(medios sintéticos mas suero o albumina), o absolutamente sintéticos.

Un medio de cultivo debe poseer todos los nutrientes esenciales balanceados
cuantitativamente. Se incluye toda la materia prima necesaria para la sintesis de
macromoléculas, sustrato para el metabolismo, vitaminas y trazas minerales y una cantidad
de iones inorganicos con funciones cataliticas y fisioldgicas.

Los medios de cultivo cominmente usados tienen una mezcla definida de nutrientes
de bajo peso molecular disueltos en una solucion salina balanceada. Se denomina nutriente

a una sustancia que interviene como sustrato en la biosintesis.

59



Catedra de Virologia
Carrera de Biogquimica

Los factores que deben considerarse en la preparacion de un medio son:
1. Presion osmotica: La presion normal para celulas de mamifero es 7,6 atm; en
general no afecta a las células una variacion del 10%. La mayor contribucion es del CINa,
sin embargo, también es importante controlar la glucosa y los iones. Las proteinas tienen

poco efecto y su concentracion puede tener grandes variaciones.

2. pH: El 6ptimo es 7,2 - 7,8, aunque muchas células toleran un rango de 6,8 -7,8
(las linfoides son muy sensibles a la alcalinidad). EI medio debe contener un buffer para
mantener el pH adecuado.

v' Buffers: Bicarbonato/CO;: el mas usado, aunque su capacidad buffer esta
por debajo del pH Optimo. Este sistema se utiliza frecuentemente aunque en cultivo
presenta el problema de que el CO; se pierde facilmente desde el medio, por lo que debe ser
suministrado de fuentes externas, ya sea manteniendo una presion parcial mayor que la
habitual en la atmdsfera (5%), o bien gaseando el medio de cultivo con burbujas de CO..

v' Hepes: No se encontr6 toxicidad para ningun tipo de células, su capacidad
buffer esta en el rango 6ptimo.

v' Otros: Tris, glicil-glicina, bases libres de aminoacidos.

Para controlar el pH, se utiliza como indicador el rojo fenol, que tiene color amarillo a

pH acido y vira al rojo cuando aumenta la alcalinidad.

3. Fuente de Energia: esta dada por la glucosa, también se utilizan otros azucares o

compuestos simples, piruvato o lactato.

4. lones Inorganicos: Intervienen en diversos procesos: Na*, K*, Ca™, Mg™, CI -
PO,*, COs”.
v Regulacion de la presion osmética (Na*, K*).
v" Regulacién del pH (COs*, PO4).
v" Actividades metabdlicas y enzimaticas (Ca™, Mg**, PO,%).
v

Adhesion y esparcimiento de las células en el recipiente (Ca*™, Mg™).
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5. Gases: Oxigeno, Dioxido de carbono.

6. Temperatura: Cada cultivo celular tiene un rango de temperatura éptimo para su
desarrollo. Generalmente la células de animales de sangre caliente de cultivan a 37°C.

7. Humedad: Considerando que es importante el rapido equilibrio entre el medio de
cultivo y la fase gaseosa aire-CO,, los frascos de cultivo no se cierran herméticamente, por
lo que hay que prevenir la evaporacion para no variar la osmolaridad deseada. Se puede
mantener la camara de incubacion con una humedad relativa cercana a la saturacion,
utilizando agua a la misma temperatura.

Los elementos mencionados constituyen soluciones salinas balanceadas, son la base
de medios mas complejos y se utilizan para transporte, procesamiento y lavado de células.

Las mas comunes son Hanks y Earle.
Los medios de mantenimiento y crecimientos adicionan nutrientes esenciales:

1. Aminoacidos: Se requieren para la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos, e
incluso pueden actuar en el transporte de iones. Por la ausencia de ciertas enzimas, las
células en cultivo no pueden producir todos los aminoacidos necesarios. In vitro, son trece
los aminoacidos considerados esenciales que no pueden ser producidos por la propia céelula.

Ciertas células tienen un alto requerimiento de glutamina principalmente las transformadas.

2. Vitaminas: Se requieren principalmente las del grupo B, muchas actian como

coenzimas.

3. Sueros: Numerosos tipos de suero (humano, equino, bovino, etc.) han sido
usados como complementos efectivos de los medios de cultivo para promover el
crecimiento celular.

La razon de su eficacia es que posee una gran cantidad de componentes con diferentes
actividades promotoras del crecimiento. El suero completo posee la mayoria de los

nutrientes necesarios para la division celular.
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El mas usado es el bovino (fetal, de recién nacido o adulto); como puede contener
sustancias que interfieren con el crecimiento celular o su uso posterior, se prefiere el de
animales pequefios. El suero de animales jovenes es mas efectivo que el de adultos vy el
suero fetal usualmente es el preferido por carecer de actividad toxica y de anticuerpos que
puedan afectar el uso de los cultivos en experimentacion viral. Debe estar controlado para
bacterias, hongos, virus, y micoplasmas.

Su concentracion puede utilizarse para regular el crecimiento del cultivo.

El medio de mantenimiento es usado para cultivar células con su metabolismo en
estado basal por largos periodos de tiempo, varios dias o0 aun semanas. Se utiliza el mismo
MEM (medio esencial minimo), con el agregado de concentraciones bajas de suero (2%).

El medio de crecimiento es mas rico, ya que se usa para activar el ciclo celular a
través de la mitosis, incrementandose asi el nimero de células. La concentracion de suero

puede aumentarse hasta un 10 %.

4. Otros: Hidrolizado de lactoalbumina, caldo triptosa fosfato, plasma, extractos

tisulares.

AGUA:

La calidad del agua es de fundamental importancia en la preparacion de todos los
reactivos a utilizar. Debe ser desionizada, destilada y esterilizada.

Se usan intercambiadores i6nicos que se controlan para verificar ausencia de bacterias
y destiladores de vidrio para remover pirdgenos y levaduras. Es recomendable el uso de
vidrio de borosilicato y goma de siliconas para procesamiento y envase. No debe

almacenarse en grandes recipientes porque se contamina facilmente con Pseudomonas sp.

ANTIBIOTICOS:

Combinados con buenas técnicas de esterilidad ayudan a prevenir contaminaciones.
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La gentamicina ofrece ventajas sobre otros antibioticos, especialmente por su
actividad sobre algunas especies de Micoplasmas y Pseudomonas, su estabilidad a pH 2 -
10 a 37°C hasta 15 dias, y no interfiere con el crecimiento de RNA y DNA virus.

AGENTES DISPERSANTES:
1. Enzimas:

v Tripsina: es la mas utilizada para subcultivos, sola o con agentes quelantes
(EDTA), también se usa en cultivos primarios. Proviene de pancreas porcino o bovino y
puede ser fuente de contaminacion con Micoplasma. Es inactivada por el suero.

v" Pronasa: es muy efectiva en células diploides y primarias, pero no en lineas
continuas. No es inactivada por el suero.

v Colagenasa: actlia sobre el colageno, causa el menor dafio en las células. Se

utiliza preferentemente para clonado donde se requiere alta eficiencia de plaqueo.

2. Quelantes:
v" Versene (EDTA): facilita la dispersion quelando los cationes divalentes que

estabilizan los puentes intercelulares.

APLICACIONES DE LOS CULTIVOS CELULARES

v Posibilitan el estudio de las funciones celulares, tales como: sintesis de proteinas,
flujo intracelular de hormonas, enzimas, regulacién metabodlica, transcripcion de DNA, etc.

v' Evaluaciones toxicolégicas: accién de drogas, farmacos, cosméticos, pesticidas,
alimentos, detergentes, etc.

v Deteccion de la actividad infecciosa de virus, rickettsias y clamidias, en materiales
clinicos.

v' Preparacion de lotes de virus

v' Preparacion de antigenos solubles para ELISA, FC.

v' Preparacién de improntas con células infectadas para deteccién de anticuerpos

especificos en sueros de pacientes.
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MANTENIMIENTO DE CELULAS EN CULTIVO

Las lineas celulares de células dependientes de anclaje son mantenidos en frascos de
vidrio o pléstico, o en suspension.

Un cultivo celular, tanto si es un cultivo primario, como una linea celular continua,
necesita cambios periodicos de medio y en determinado momento es necesario realizar un
subcultivo de las células que proliferan. La frecuencia de repique depende de cada linea
celular, la tasa de crecimiento y del metabolismo, también de los medios utilizados, de la
temperatura de incubacion, etc.

Los cultivos pueden mantenerse casi confluentes disminuyendo el metabolismo
celular, sin repicar, cambiando el medio por otro con menos suero o disminuyendo la
temperatura por debajo de la Optima. Con este procedimiento se evita la manipulacién

excesiva del cultivo y el aumento innecesario de numeros de pasaje.

SUBCULTIVO DE CELULAS EN MONOCAPA:

El término subcultivo es sinbnimo de pasaje o repique, implica remocién del medio
de cultivo y disociacion de las células con enzimas o por medios mecanicos, dilucion en la
cantidad apropiada de medio fresco y traspaso a nuevos recipientes.

Se desprende la monocapa de su soporte con tripsina y se siembra en recipientes de

mayor superficie con el objetivo de amplificar la linea.

ACTIVIDAD PRACTICA:
Materiales:

Monocapa de células

Botellas plasticas o de vidrios

Pipetas de 5 ml (3)

Tripsina-EDTA, o Tripsina 0,25 %

Medio de crecimiento (MEM Eagle con 10 %)

AN NN
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Procedimiento:

1. Observar al microscopio el cultivo que se va a repicar para ver si la monocapa es
continua uniforme, de morfologia normal, etc.

2.  Descartar el medio.

3. Utilizando una Unica pipeta de 5ml, agregar 1; 1 y 2 ml de Tripsina-EDTA.

4.  Esperar un minuto; descartar la mayor parte de la solucion de tripsina dejando un
residuo. Esperar unos minutos méas, o poner el frasco a 37°C hasta observar indicios de
desprendimiento celular.

5. Resuspender con 5 ml de medio de crecimiento y trasvasar al recipiente de cultivo
1 ml de medio (todo con una pipeta de 5 ml).

6.  Diluir a la concentracion deseada de células con medio de crecimiento.

7. Rotular: linea, nimero de pasaje, fecha.

8.  Incubar a 37°C.

CONSERVACION DE CELULAS POR CONGELACION

En la congelacién de células se usan crioprotectores (glicerina o dimetilsulfoxido),
sustancias que tienen la capacidad de ligar moléculas de agua y difundir a través de la
membrana celular, disminuyendo la formacion de cristales de agua y el consiguiente
aumento de la concentracion salina. Estos, ademas son de relativa baja citotoxicidad. Se

usan en concentraciones finales que oscilan entre el 5y el 15 %.

Materiales:

Monocapa de células

Medio de congelacion: MEM 60%, SFB 30%, DMSO 10%
Tripsina 0,25%

Medio de crecimiento (MC)

Criotubos, rieles para criotubos

AN N N N NN

Pipetas estériles (1 y 5 ml)
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v' Tubos de hemolisis o tubos de centrifuga estériles con tap6n de goma

Procedimiento:

1.  Seleccion de las monocapas a congelar por observacion al microscopio invertido.

Las células que se van a congelar deben cumplir ciertos requisitos:

a.  Estar en fase logaritmica de crecimiento (24 - 48 hs de repicadas).
b.  Presentar una buena morfologia.

c. Estar libres de contaminacion.

2.  Tripsinizacion de la monocapa de células.

a.  Descartar el medio de la botella.

b. Agregar 1, 1y 2 mlde Tripsina 0,25% precalentada a temperatura ambiente,
pipeteando sobre la pared opuesta a aquella donde esta adherida la monocapa celular, a
fin de no dafiar las células.

c. Colocar la botella a 37°C hasta desprendimiento de las células.

d. Resuspender en 5 ml de MC para disgregacion de las células y eliminacion
de la tripsina (tomar una alicuota 50 0 100 pl para el recuento de células). Agregar 5 ml

de MC y homogeneizar por pipeteo.

3. Recuento de células viables.
a.  Limpiar cuidadosamente la cAmara de Neubauer y cubreobjetos con etanol
70%, humedecer los bordes de apoyo y colocar el cubre apretando hasta obtener anillos
de Newton.
b.  Mezclar 50ul de la suspension celular con 50ul de Azul Tripan 1%. Dejar 5
minutos a temperatura ambiente (factor de dilucion: 2).
c.  Cargar la camara de Neubauer y contar las células viables (CV) y no viables
en los cuadrantes de blancos y se saca un promedio (deben contarse entre 50 y 100

celulas por dilucion).

66



Catedra de Virologia
Carrera de Biogquimica

Calculos:

Area de la cdmara: 9 mm?

Profundidad de la camara: 0,1 mm

1 ml =1cm 3= 1000 mm 3 | factor de conversién para el céalculo de
concentracion de células/ml sera 10.000.

Promedio de CV x dilucién (2) x 10.000 = N° de CV/ml de suspension original

4.  Lavado de las células y obtencion del pellet celular:

a.  Las células resuspendidas en MC se dividen en dos tubos de hemolisis (5y 5
ml).

b.  Centrifugar 5 min. a 400 rpm.

c. Se descarta el medio de crecimiento (volcando directamente). Evitar la

resuspension del pellet de células.

5. Agregado del medio de congelacién:
a. Agregar el medio de congelacién (cantidad necesaria) y resuspender las

células.

6.  Preparacion de las ampollas o criotubos:

a.  Distribuir ml por cada ampolla conteniendo de 1 a 6 x10° células viables.

b.  Rotular las ampollas: tipo de células, N° de pasaje, fecha.

c. Dejar 30 minutos a temperatura ambiente, luego 1 - 2 hs a 4°C. A
continuacion colocarlas en las cafias de aluminio y llevar a -70°C toda la noche, y

finalmente a nitrogeno liquido.
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DESCONGELACION
Procedimiento:

a.  Colocar la ampolla en bafio de agua a 37°C.

b.  Limpiarla con alcohol de 70°C.

c.  Diluir su contenido en la botella de 25 cm?, 1:10 con medio conteniendo de
10 a 20 % de SFB.

d. Incubar inmediatamente a 37°C.

Nota: La descongelacién debe ser rapida.

BIBLIOGRAFIA:

1. Cultivo de células animales. Guia de Trabajos Préacticos, Céatedra de Virologia
.UBA.
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4. Cultivos celulares y su aplicacién en biotecnologia. Acta Bioquimica Clinica
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TRABAJO PRACTICO N°7

TEMA: Deteccion de virus respiratorios: Inmunofluorescencia

INTRODUCCION

Los virus respiratorios son los agentes responsables de la mayoria de las infecciones
respiratorias agudas (IRAS) en el ser humano. Las IRAs constituyen mas de la tercera parte
de las consultas médicas, sobre todo pediatricas, son uno se los motivos mas frecuentes de
hospitalizacidn en lactantes y nifios, son responsables de ausentismo escolar y laboral, y
constituyen una causa importante de muerte en el primer afio de vida.

Se las puede definir como aquellas infecciones del aparato respiratorio, causadas
tanto por virus como por bacterias, que tienen una evolucién menor a 15 dias y que se
manifiestan con sintomas relacionados con el aparato respiratorio, tales como tos, rinorrea,
obstruccién nasal, odinofagia, disfonia o dificultad respiratoria, acompafiados o no de
fiebre. La rinitis, la faringitis, y la otitis media aguda son los cuadros mas frecuentes; donde
la mayoria de estos cuadros son de origen viral.

La transmision es principalmente por gotas y por contacto. Presentan un periodo de
incubacion corto (1 - 4 dias). La inmunidad contra estos virus no es completa y son
frecuentes las reinfecciones. Las sobreinfecciones bacterianas (otitis, sinusitis,
traqueobronquitis y neumonia) suelen ser una complicacién frecuente de las infecciones
inicialmente virales.

Los principales virus respiratorios humanos se clasifican en diferentes familias:
Familia Orthomyxoviridae, donde se encuentran los Virus Influenza A, B y C, que causan
la Gripe; Familia Paramyxoviridae, donde se encuentran los Virus Parainfluenza 1, 2, 3y 4,
que producen IRAs altas y bajas; dentro del género Pneumovirus el Virus Sincicial
Respiratorio (VSR), que es la causa mas frecuente de bronquiolitis en nifios menores de 1
afio; y el Adenovirus dentro de la familia Adenoviridae. En Argentina, constituyen todos
ellos Eventos de Notificacion Obligatoria de conformidad con lo previsto por Ley 14.465.
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Los métodos habitualmente usados para identificar los virus son:

1. Aislamiento Viral: Consiste en la deteccion e identificacion del virus en huevos
embrionados o cultivos de células in vitro (MDCK, Hep-2), los cuales son sistemas
formado por células provenientes de un 6rgano o un tejido, normal o tumoral, mantenidas
en medios de cultivo de composicion quimica definida y en condiciones de temperatura,
pH, aire y humedad controladas. El aislamiento de los virus gripales es indispensable para
su andlisis antigénico y gendmico, que permita su seleccion en la formulacion anual de la

vacuna.

2. Inmunofluorescencia (IF): Las técnicas de inmunofluorescencia (IF) se basan en
el uso de anticuerpos para marcar un antigeno especifico, con un colorante fluorescente
(también llamado fluoréforos o fluorocromos), como isotiocianato de fluoresceina (FITC).
El fluoréforo permite la visualizacién del antigeno en la muestra bajo un microscopio de
fluorescencia. Distinguimos entre dos métodos IF dependiendo de si el fluoréforo esta

conjugado con el anticuerpo primario o secundario:

Inmunofluorescencia Directa: utiliza un Gnico anticuerpo dirigido contra el antigeno
viral de interés. El anticuerpo primario esta directamente conjugado con un fluoroforo.

Inmunofluorescencia Indirecta: utiliza dos anticuerpos. El anticuerpo primario no
estd conjugado y esta dirigido contra el antigeno viral presente en la muestra; y un
anticuerpo secundario conjugado con fluoréforo dirigido contra el anticuerpo primario para

la deteccion.

Ambas técnicas permiten la identificacion de virus respiratorios en muestras de
aspirado nasofaringeo, hisopado nasal, hisopado faringeo o estos dos ultimos combinados,
como asi también a partir de cultivos de tejido infectado. Proporcionan resultados rapidos y
fiables, aunque requiere un elevado nivel de experiencia para su interpretacion y mayor
costo. Sensibilidad 80%.
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3. Reaccion en Cadena de Polimerasa: Es una técnica de diagnostico molecular,
cuyo objetivo es amplificar un fragmento del material genético para identificar al virus.

Elevada sensibilidad, alto costo.

Gréfico: Diferencias entre Inmunofluorescencia Directa e Indirecta

. DIRECTA ! i INDIRECTA
® 4 1 Antigeno
7 4 “* Ac. Primario
-\ ”\ Ac. Secundario

/——\ /——\ @ Fluorsforo
CELULAS N/ CELULAS A

I > Portaobjeto

1. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA:

FUNDAMENTO DEL METODO:

Los anticuerpos monoclonales de raton se unen al antigeno virico apropiado en la
muestra fijada al portaobjetos. El anticuerpo no unido se elimina con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). Posteriormente se adiciona 1gG de cabra anti-ratdbn marcada
con isotiocianato de fluoresceina (FITC), que se une al complejo antigeno-anticuerpo. El
anticuerpo marcado no unido se lava con PBS. Al ser excitado con luz ultravioleta, el FITC
muestra una fluorescencia de color verde manzana que permite la visualizacion del
complejo mediante microscopia de fluorescencia.

La fluorescencia celular indica positividad de la muestra. Las células no infectadas se
tifien de un color rojo palido debido a la presencia del colorante de contraste Azul de Evans

con el anticuerpo secundario marcado con FITC.

MUESTRAS:
Hisopado nasal y/o faringeo: Con un hisopo de poliéster o dacrén, se hisopa

profundamente la mucosa nasal realizando movimientos rotatorios y luego se introduce en
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un tubo con medio de transporte, se rompe el mango del hisopo apoyandolo en el borde del
tubo y se descarta el trozo restante; con otro hisopo de poliéster o dacrdn, se hisopa ambas
amigdalas y la faringe luego se introduce en el mismo tubo con medio de transporte. Se
rotula y envia al laboratorio manteniendo la cadena de frio.

Aspirado nasofaringeo: En pacientes hospitalizados se puede aspirar las secreciones
nasofaringeas con una sonda naso-gastrica conectada a una bomba de vacio o jeringa. Se
introduce la sonda en una fosa nasal hasta la parte posterior de la faringe paralelamente al
paladar, se activa la bomba de vacio y luego se retira suavemente. Luego, se realiza el
mismo procedimiento en la otra fosa nasal, con la misma sonda. Se lava la sonda con 2-3
ml del medio de transporte para descargar el contenido en un tubo coénico. Se rotula y envia
al Laboratorio manteniendo la cadena de frio.

Las muestras deben obtenerse dentro de las primeras 72 horas del inicio de los
sintomas clinicos, durante la etapa febril. Al transcurrir mas tiempo disminuye
notablemente tanto la posibilidad de detectar antigeno viral como la de recuperar virus en
cultivos celulares.

Las muestras para virus respiratorios corresponden a sustancias infecciosas de
categoria B, las cuales deben ser adecuadamente envasadas y rotuladas siguiendo las

normas de bioseguridad.
ACTIVIDAD PRACTICA:

A. PREPARACION DE IMPRONTAS

1. Agregar de 2,0 a 2,5 ml de PBS en un tubo conico estéril de 10 a 15 ml.

2. Sacar la muestra del envase original y colocarla en el tubo con PBS. Resuspender
el material de los hisopos girando el mismo y presionando sobre las paredes del tubo;
repetir varias veces hasta observar turbidez del preparado, lo que nos indica presencia de
células en suspension.

3. Mezclar agitando en el vortex o manualmente dando golpes con los dedos.

4. Centrifugar entre 1500 a 2000 rpm, durante 10 minutos.
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5. Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento celular mediante suave
resuspension en 2,0 a 2,5 ml de PBS.
6. Repetir los pasos 3 a 5 al menos 3 veces.

Si la muestra contiene moco, éste formara una capa sobre el sedimento celular.

Retirar cuidadosamente el sobrenadante y el moco con una pipeta Pasteur.

7. Resuspender las células sedimentadas en 0,5 a 1 ml de PBS estéril para obtener una
suspension ligeramente turbia.

8. Tomar 50 ul o una gota de la suspension celular y disponer sobre los pocillos en
los portaobjetos previamente limpios.

9. Esperar a que el portaobjetos se seque al aire totalmente o utilizando estufa de
secado a 37°C cuidando que no se resequen las improntas.

10. Fijar los portaobjetos en acetona fria (2 a 8 °C) durante 10 minutos. No dejar que
la acetona se contamine con agua y sales ya que esto puede producir una tincion nebulosa.

11. Esperar a que los portaobjetos se sequen al aire tras la fijacion.

Los portaobjetos deben tefiirse lo antes posible. Si es necesario guardarlos,

colocar los portaobjetos en un contenedor desecado a 0 - 20 °C.

B. COLORACION Y REVELADO:

1. Agregar una gota del Respiratory Virus Screen (reactivo a utilizar si se procedera a
realizar un screening), 15 pl de anticuerpo especifico de identificacion (en el caso de
realizar la inmunofluorescencia directa) o anticuerpo normal de raton (reactivo de testigo
negativo) para cubrir las células.

2. Incubar el portaobjetos a 37 °C durante 30 minutos en camara himeda.

3. Enjuagar el portaobjetos suavemente con una piseta de PBS/Tween 20 durante 10 a
15 segundos para eliminar el exceso de solucion de anticuerpo monoclonal, (tener cuidado
de dirigir el chorro lejos del pocillo).

4. Colocar el portaobjetos en una placa de tincién y cubrir con PBS. Enjuagar 2 a 3

veces durante 5 a 10 minutos.
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5. Sacudir el exceso de reactivos del portaobjetos y secar cuidadosamente el area que
rodea la mancha de células.

6. Agregar una gota de FITC-conjugate (Anti-Mouse IgG) para cubrir las células.

7. Incubar nuevamente el portaobjetos a 37 °C durante 30 minutos en cdmara himeda

8. Repetir los pasos de lavado con solucion PBS/Tween 20.

9. Sacudir el exceso de reactivos del portaobjetos y secar cuidadosamente el area que
rodea la mancha de células.

10. Agregar medio de montaje acuoso (pH 8,5) y cubrir con un cubreobjetos.

11. Secar el exceso de liquido de los bordes del portaobjetos.

Para obtener mejores resultados, es conveniente examinar los portaobjetos
inmediatamente después de preparar. Si los mismos tuvieran que almacenarse después de
la tincidn, se pueden guardar en heladera, entre 2 y 8°C, en un envase seguro y protegidos

de la luz.

C. LECTURAE INTERPRETACION
Examinar los portaobjetos con un microscopio de fluorescencia a 10x en busca de

células que presenten fluorescencia y realizar un examen detallado a 40x.

PATRONES DE TINCION

VIRUS
RESPIRATORIOS

PATRON DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es nuclear, citoplasmatica o ambas.
ADV La tincion nuclear es uniformemente brillante y la citoplasmatica es a menudo

punteada

La fluorescencia es nuclear, citoplasmética o ambas.
FLUAyYB La tincion nuclear es uniformemente brillante y la citoplasmatica es a menudo

punteada, con inclusiones grandes

La fluorescencia esta confinada al citoplasma, punteada con inclusiones
PI1,2y3 .
irregulares
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VSR La fluorescencia se localiza en el citoplasma y se asocia a los sincicios. La
tincién citoplasmatica es punteada con inclusiones pequefias.

Células Negativas: muestran un color rojo palido en el citoplasma y un color entre

rojo oscuro a casi negro en el ndcleo. Coloracion debida al colorante de contraste azul de

Evans.

Imagenes: 1-2-3 Patron positivo Influenza A. 4- Patron Negativo(flechas indican

células tefiidas de color rojo).
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CRITERIOS DE INFORME Y VALIDACION DE LA PRUEBA:

v Ante la presencia de 5 0 méas células fluorescentes se informa el caso como positivo.

v" En ausencia de células fluorescente (coloracion roja) o por debajo de 5 células se

informa el caso como negativo.

v Una muestra que contiene menos de 20 células epiteliales se considera inadecuada,
y la prueba invalida.
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TRABAJO PRACTICO N° 8

TEMA: Arbovirus

INTRODUCCION

Los arbovirus tienen una distribucion mundial, la mayoria haciendo prevalencia en
zonas tropicales y subtropicales. La incidencia de la enfermedad depende de las
condiciones climéticas. Son enfermedades endémicas de las zonas selvéticas de lluvia
tropical y las epidemias ocurren por lo general en zonas templadas después de las lluvias,
particularmente proporcionales al aumento de la poblacion de mosquitos.

En la Argentina se ha reconocido la presencia de arbovirus pertenecientes a diversas
familias virales y varios de ellos han sido asociados con enfermedad humana. Dentro de la
familia Flaviviridae se encuentra el virus dengue (DEN) que ha constituido la arbovirosis
de mayor importancia en el pais desde 1997, habiéndose documentado circulacion de los
cuatro serotipos virales (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4) en diferentes provincias y afios.
Se ha documentado en el pasado la ocurrencia de ciclos selvaticos y urbanos del virus de la
Fiebre Amarilla (YF) y luego de 40 afios, durante el periodo 2007-2009 se produjo la
reemergencia en Argentina de la Fiebre Amarilla Selvatica, con intensas epizootias que
afectaron las poblaciones de Alouatta caraya en las provincias de Misiones y Corrientes, y
un grupo de casos humanos en personas que no poseian vacuna antiamarilica en la
provincia de Misiones.

El dengue es una enfermedad endémica presente en todas las zonas tropicales y
subtropicales del mundo. Se considera la mas importante de las arbovirosis en términos de
morbilidad, mortalidad e impacto socioecondmico. La prevalencia global del dengue ha
aumentado considerablemente en estos ultimos afios y la enfermedad es ahora endémica en
mas de 100 paises, por lo que afecta potencialmente al 40% de la poblacién mundial. La
Organizacién Mundial de la Salud estima que cada afio resultan infectados por el virus del
dengue entre 50 y 100 millones de personas, lo que supone entre unos 250.000 y 500.000
enfermos graves y 24.000 fallecimientos.
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DIAGNOSTICO

Puede hacerse por métodos directos o indirectos; el primero: aislamiento del virus
mediante cultivo, deteccion del genoma viral por técnicas moleculares, deteccion del
antigeno del virus, y el segundo: deteccion de los anticuerpos especificos contra el virus
originados en la respuesta inmune humoral del individuo infectado. Las técnicas
serologicas mas difundidas para el diagnéstico de las infecciones por arbovirus son las
técnicas de ELISA.

AISLAMIENTO MEDIANTE CULTIVO

El aislamiento en el laboratorio de los arbovirus a partir de las muestras clinicas se
puede realizar mediante técnicas de cultivo celular en los laboratorios con instalaciones de
seguridad bioldgica adecuados para el virus sospechado, requiere disponer de un
laboratorio de nivel 3 de bioseguridad. El aislamiento del virus en cultivo, aparte de su
interés diagnostico permite realizar estudios de caracterizacién biologica, antigénica,

molecular y genética de los nuevos virus que hayan sido detectados.

DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las técnicas moleculares basadas en la deteccion del genoma virico han supuesto un
enorme avance también en el diagndéstico de las infecciones producidas por los arbovirus,
dada la rapidez en la obtencion de resultados, su especificidad y sensibilidad. Son
consideradas de eleccién en el diagndstico rapido en los primeros dias de la enfermedad,
aunque han de ser complementadas con los resultados procedentes de los métodos
serologicos dada la corta viremia que caracteriza a la mayoria de las infecciones producidas

por este grupo de virus.

DETECCION DE ANTIGENO
Las tecnologias basadas en el reconocimiento de un componente virico (proteina o
acido nucleico) o de la particula del virus en su totalidad son utiles en etapas tempranas de

la infeccion, antes de que la respuesta inmune haga desaparecer a las particulas viricas, por
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lo que la fecha de la toma de muestra, principalmente suero, ha de ser, en general, entre los
5-7 primeros dias de inicio de los sintomas.

Los métodos basados en la deteccion de antigeno presentan la ventaja de permitir
obtener un resultado rapido, generalmente en unas pocas horas después de la recepcion de
la muestra. Sin embargo, estos resultados pueden ser dificiles de interpretar debido a la
reactividad antigénica cruzada que existe entre las especies del mismo género virico como
ocurre con los flavivirus (West Nile virus, virus Dengue y virus de la Fiebre Amarilla, entre
otros), interpretacion de resultados que se complica si distintas especies del mismo género
virico circulan en la misma zona geografica.

Actualmente, tanto para la deteccion del DENV como para la de otros Flavivirus, el
antigeno NS1 suele ser la diana de eleccién, por tratarse de un antigeno soluble que
generalmente se encuentra de forma abundante durante la infeccion. En este caso, ademas,
los ensayos suelen generar resultados especificos, con niveles muy bajos de reactividad
cruzada entre los diferentes Flavivirus. En el caso de la deteccion de la proteina NS1 del
DENV puede realizarse desde el dia 1 hasta el dia 11 de inicio de los sintomas y estan
disponibles numerosos equipos comerciales basados en técnicas inmunoenzimaticas asi

como inmunocromatogréficas.

DETECCION DE RESPUESTA INMUNOLOGICA HUMORAL

Desde pocos dias después del inicio de los sintomas empieza a ser detectable una
respuesta de anticuerpos especificos. En un primer momento son del isotipo IgM,
anticuerpos que son de rapida aparicion (normalmente entre 5 y 7 dias desde el comienzo
de la sintomatologia) y, en general, de corta duracion (2-4 meses), seguidos por anticuerpos
del isotipo IgG, que permanecen detectables durante toda la vida. Para muchos de los
arbovirus, dado su corto periodo de viremia, la serologia basada en la deteccion de la
respuesta de anticuerpos es el método diagnostico de eleccidon. La muestra mas adecuada
para hacer el diagnostico serologico es el suero, aunque en ocasiones se puede realizar
sobre muestra de plasma. La deteccion de IgM es el marcador elegido para el diagndstico

de una infeccion reciente, en tanto que la respuesta IgG aislada es un indicador de una
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infeccion pasada, o de vacunacion en su caso, siendo el marcador de aplicacion para
estudios de seroprevalencia. Cuando las muestras se toman muy cerca del comienzo de la
enfermedad es frecuente la ausencia de respuesta detectable de IgM, por lo que es preciso
analizar otra muestra tomada 7-10 dias despues; analizando las muestras pareadas se

confirma la infeccion demostrando seroconversion de IgG especifica.

ELISA IgM

Buena técnica de tamizado para detectar infecciones recientes por Flavivirus. No se
emplea para determinar serotipo de los virus Dengue.

Los anticuerpos IgM son habitualmente detectados dentro de los 10 primeros dias del
inicio de los sintomas y pueden permanecer hasta 2-4 meses. Puede presentarse persistencia
de los anticuerpos IgM por més de 6 meses, particularmente en infecciones con los

flavivirus neurotropicos.

ELISA 1gG

Buena técnica de tamizado para detectar infecciones por Flavivirus sin determinacion
del tiempo de exposicion.

Los anticuerpos 1gG son detectables habitualmente dentro de las dos primeras
semanas luego del inicio de los sintomas y persisten durante toda la vida.

Es poco especifico (habitualmente hay reactividad con multiples antigenos), sobre
todo en las infecciones secundarias 0 secuenciales. Se requiere, en estos casos,

procesamiento por técnicas de neutralizacion NT).

NEUTRALIZACION EN CULTIVOS CELULARES (NT)

Posee buena especificidad. Se requiere el estudio de un par seroldgico tomado con
10-15 dias de diferencia.

En infecciones primarias en general, permite identificar el virus infectante, se

requiere una diferencia de al menos 4 titulos entre las dos muestras de suero analizadas.
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Altos titulos de anticuerpos neutralizantes para maltiples Flavivirus son sugestivos de
infecciones secundarias en las que se hace muy dificil identificar el virus infectante
mediante esta metodologia.

Esta técnica requiere manejo de cultivos celulares, virologia bésica, colecciones
virales de referencia y condiciones especiales de bioseguridad (laboratorio de nivel 3 de

bioseguridad).
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TRABAJO PRACTICO N°9

TEMA: Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es miembro de la familia Retroviridae
subfamilia Lentivirinae. Es un virus compuesto por dos copias de ARN de polaridad
positiva de simple cadena con aproximadamente 9 kb, asociadas a proteinas y enzimas,
rodeadas por una matriz proteica icosaédrica y una envoltura lipoproteica que determina
una particula esférica de 80 a 110 nm. El genoma presenta 3 grupos de genes (gag, pol y
env) y otros reguladores. VIH-1 y VIH-2 son antigénica y genéticamente diferentes, con
una similitud de 40 a 50%, y ocasionan enfermedad clinicamente similar.

Se acepta que VIH-1 y VIH-2 surgieron por saltos interespecies a partir de especies
cercanas de monos, aparentemente en Africa. Se reconocen hoy cuatro grupos de VIH-1: M
(major), O (outlier), N (no M, no O), y P. El grupo M es responsable la pandemia, con 9
subtipos (A-D, F-H, J, K) y numerosas formas circulantes recombinantes (FCR). A nivel
individual ademas los anticuerpos que se generan al principio de la infeccién, contra el
virus transmitido, ejercen una presion que genera mutantes de escape, cuasiespecies que
coevolucionan con la respuesta de anticuerpos del paciente. VIH-2 en endémico sélo en el
oeste y centro de Africa, y se caracteriza por baja tasa de replicacion en general, con baja
progresion.

Fue reconocido tras un aumento de infecciones oportunistas. Desde 1981 mas de 78
millones de personas se han infectado, con méas de 35 millones de muertes. Desde entonces
la epidemia ha ido cambiando de perfil en algunas regiones, en relacion a progresos en
relacion a interrupcion de transmision y tratamiento. En la actualidad, y con adecuado
tratamiento, la expectativa de vida es apenas menor a la de una persona no infectada.

En Argentina se estima que casi 130.000 personas viven con VIH; un 20 % desconoce
su diagndstico y 6 de cada 10 se atienden en el sistema publico. Se notifican 5.800 casos
por afo, 2,5 varones por cada mujer, con medianas de edad de 32 y 33 afos

respectivamente, con una tasa de diagnostico de 12,9 por 100.000 habitantes en promedio.
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Los diagnosticos tardios son casi el 42% de los casos, y 4,1 de cada 100 bebés de madres
con VIH nacen infectados.

Se transmite por via sexual, parenteral y vertical (in utero, intraparto y por leche
materna). El virus se introduce en células con receptores CD4 y CCR5 como correceptores,
principalmente linfocitos T, afectando la organizacion de una respuesta inmune efectiva.
Una caracteristica de VIH es la enzima retrotranscriptasa que transcribe ARN a un duplex
de ADN, que luego se integra al genoma celular como provirus, a partir del cual la
maquinaria celular sintetiza ARN viral para ARNm y nuevas particulas virales. Los
linfocitos T CD4+ se ven alterados cualitativamente y en nimero. Con el paso del tiempo y
sin tratamiento apropiado el paciente aumenta su sensibilidad a infecciones oportunistas
progresando al estadio final denominado sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
También se infectan monocitos y macréfagos, que cumplen el rol de reservorio al disminuir
el numero de LT CD4+. El curso natural de la infeccion varia segin la capacidad del
individuo infectado de mantener un recuento alto de LT CD4+ antes del diagndstico y
tratamiento. La virulencia de la poblaciéon viral que infecta al paciente también juega un rol
en la progresion.

El diagndstico temprano previene el deterioro inmunoldgico. El diagndstico parte de la
sospecha clinica por las infecciones presentes y sus signos o sintomas, o por antecedentes
de exposicién al riesgo, aunque el paciente puede ser asintomatico segln la respuesta
inmune y la cepa infectante. El tamizaje diagnostico se efectia con la deteccion de
anticuerpos especificos en un algoritmo de sucesivas técnicas de mayor sensibilidad mayor
especificidad. La confirmacion se basa en la deteccion del genoma viral; la cuantificacién
de la carga viral y el recuento de LT CD4+ permiten monitorear el tratamiento, que
persigue la supresion viral a largo plazo. Mutaciones o intercambio de virus pueden llevar a
la aparicion de resistencia al tratamiento, también evaluable por el laboratorio. Por otra
parte el laboratorio contribuye al diagndstico y seguimiento de los oportunistas,
alteraciones metabdlicas y otras enfermedades malignas como linfomas y canceres.

En menores de 18 meses el diagnostico es viroldgico, debido a la presencia de

anticuerpos maternos que no permiten emplear la serologia.
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Otro rol del laboratorio consiste en la vigilancia de diagndsticos nuevos, en adultos y

en hijos de madres viviendo con VIH.

ACTIVIDADES:
Objetivos:
1. Comprender el rol del laboratorio en la infeccion por VIH.
2. Utilizar las metodologias para diagnostico y seguimiento, entendiendo los criterios
de control de calidad, en el marco de las recomendaciones cientificas y legales.
3. Interpretar resultados de la utilizacion de las diferentes técnicas en conjunto con la

clinica y terapéutica actual.

Desarrollo:

a. Comprension de las metodologias (2 hs.).

Las técnicas a utilizar se detallan en el aula virtual. Elaborar una tabla de doble entrada
considerando, para cada metodologia, los siguientes items: en empleo actualmente, nombre
del fundamento técnico, qué detecta, esquema resumido de procedimiento, cémo se
informa, cOmo se interpreta.

b. Aplicacion de técnicas y guias clinicas a situaciones en pacientes (3 hs.).

Las guias clinicas actualizadas y las situaciones se detallan en el aula virtual.

Observacion: Las guias y recomendaciones se actualizaran periédicamente.

Participacion del laboratorio en la infeccion por VIH
1. Diagnostico
1.1. Nifios y adultos: Aplicacion del algoritmo de diagnostico 2013.
a) Tamizaje:
e Deteccion de anticuerpos anti VIH-1/2 (3ra generacion): aglutinacion de
particulas (AP), Dot blot, ELISA, MEIA, quimioluminiscencia (QML),

inmunocromatografia (IC o test rapido).
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e Deteccion de anticuerpos anti VIH-1/2 més antigenos de VIH-1 (4ta
generacion): Dot blot, ELISA, IC.
b) Confirmacion
e Cuantificacion carga viral plasmatica de VIH-1: PCR en tiempo real
(gPCR), branch DNA (b-DNA).
e Deteccion de anticuerpos anti VIH-1 (y VIH-2) por método
confirmatorio: Western Blot (WB).
1.2.  Menores de 18 meses:
a) Deteccion de DNA proviral por PCR convencional.

b) Cuantificacién de carga viral plasmatica VIH-1: gPCR.

2. Seguimiento, monitoreo de terapia, decision de cambio de terapia
2.1. Evaluacion de estado inmunitario mediante recuento de linfocitos T CD4+:
Citometria de flujo, citometria de volumen fijo.
2.2. Cuantificacion de carga viral plasmatica VIH-1: gPCR.
2.3. Test de resistencia (TDR).
2.4. Test HLA B5701.

3. Vigilancia epidemioldgica

3.1. Notificacion de eventos
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO EN ADULTOS Y NINOS MAYORES DE 18 MESES

a. Escenario de diagndstico en embarazada con confirmacion por Western Blot (1).

Tamizaje para VIH (Elisa)
enlal? sulta prenatal

MNEGATIVO
PARA AC VIH-1

Repetir tamizaje
para VIH en el POSITIVO

2.°% 3 trimestre PRESUNTIVO

PARA AC. VIH-1

POSITIVO
PARA AC. VIH-1

\[ W
INDETERMINADOY _ POS
PARA A
i

N

Solicitar
carga viral
inmediatamente

y repetir Elisa
a los 20 dias
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b. Escenario de diagnostico en embarazada con confirmacion por carga viral (2).

Tamizaje para VIH (Elisa)
en la 1®™ consulta prenatal
Asesoramiento

Mujer embarazada

MNEGATIVE POSITIVO
PARA AC.VIH-1 PRESUNTIVO
PARA AC.VH-1

Pareja sexual
[armizaje IH con Elsa

Repetir tamizaje Confirmar
paraVIH al 1 CV
Jr..--:: mienzo del

MEGATIVD
PARAAC VIH-1

N
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO EN MENORES DE 18 MESES (3).

DIAGNOSTICO VIROLOGICO

(dna proviral y/o carga viral) 48 — 72 horas de vida.

& 4

POSITIVO

|

[ 14-21 dias ]

4 b

6 semanas de
vida 0 2 semanas
despues de
terminada la
profilaxis

1

Segunda
prueba positiva

l . (. ,cmvo | NEGATIVO
INFECCION
CONFIRMADA

T

Carga viral detectable
y/0o WB positivo
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ALGORITMO Y CRITERIO DIAGNOSTICO

Nifio/a expuesto/a: Nacido/a de una mujer gestante con VIH, a quien todavia no se le
ha completado el diagnostico.

Infeccion confirmada: Dos pruebas viroldgicas positivas para VIH en dos muestras
consecutivas, independientemente de la edad. Se debera tener presente que un resultado
positivo debe confirmarse inmediatamente con una segunda muestra.

Infeccion descartada (virolégicamente): Al menos una determinacion viroldgica para
VIH negativa a las 12 semanas de vida o posterior, en el contexto de nifios/as no
amamantados/as, sin cuadro clinico relacionado con infeccion por VIH.

Infeccion excluida: Una determinacion seroldgica negativa en nifios mayores a 12-18

meses (4).

CRITERIOS DE EMPLEO DE ESTUDIOS

Los estudios de tamizaje pueden ser realizados en un centro de baja complejidad (por
ej. un test rapido). Un test negativo descarta la infeccion y solo debe aconsejarse repetir el
test si hubo situaciones de exposicion durante el periodo ventana por una exposicion
reciente reportada o identificada por el profesional de salud. Deben identificarse personas
con perfil de riesgo substancial (por €j. personas de poblaciones clave) a las cuales se tiene
que aconsejar repetir la prueba con periodicidad.

Si un test de tamizaje es positivo, deben ponerse en marcha un protocolo de
confirmacion que debe estar bien determinado por cada centro. Idealmente deberia hacerse
una extraccion de sangre en el lugar y enviar la muestra a un laboratorio que pueda procesar
un test confirmatorio. De no ser posible, derivar a la persona (ya con un turno protegido)
para que se le realice la extraccion en un centro de mayor complejidad. Recordar que el
testeo debe estar acompariado de asesoramiento (pre y post test), debe ser voluntario,

confidencial y requiere consentimiento (5).
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Examen y/o A Cada6 |Almenos1| Aliniciar .
Lo Al inicio ~ Observaciones
préacticas meses | vez al afio TARV
E>,<a_men X X X A,\demas, siempre que haya
clinico sintomas
TDR X Siempre ante fallo terapéutico
Hemograma Detectar citopenia. Descartar
HCV ante plaquetopenia e
X X X . iy .
infeccion oportunista ante
pancitopenia.
Recuento  de En PcVIH* estable bajo TARV
CD4 X X X X y~CD4 > 350 est_able durante un
afio puede realizarse cada 12
meses.
Carga viral Luego de 4 a 8 semanas de
inicio o cambio de TARV. Cada
X X X .
3 a 6 meses para confirmar la
supresion de la viremia.
HLA B5701 X Sélo si va a utilizarse abacavir.

*PcVIH: Paciente VIH positivo.
Otros: Descartar embarazo, realizar perfil hepatico, lipidico, glucemia, radiografia de

torax, examen ginecoldgico.

CRITERIOS DE TRATAMIENTO

El tratamiento antirretroviral (TARV) tiene el objetivo de disminuir la morbi-
mortalidad relacionada a la infeccion por VIH y mejorar la calidad y expectativa de vida de
las personas. En la actualidad la recomendacion es iniciar el TARV en todas las personas
con diagnostico de VIH independientemente de su estatus inmunoldgico. Esta demostrado
que, de instaurarse precozmente, tiene el beneficio de disminuir la posibilidad de
transmision, el riesgo de complicaciones de la infeccion por VIH y aumentar las
probabilidades de elevar el recuento de CDA4.

Hay que recordar que si bien son claros los beneficios del inicio precoz (idealmente

inmediato) del TARYV, excepto en los casos de mujeres embarazadas 0 en caso de
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inmunodepresion severa o presencia de enfermedades marcadoras, el inicio del TARV NO

es una urgencia (5).

SINDROME DE RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA (SRIS)

Puede ocurrir que pocas semanas después de comenzado el TARV, generalmente
(aunque no exclusivamente) en personas con CD4 muy bajos (< 100/mm?®), aparezcan
sintomas compatibles con alguna enfermedad oportunista, 0 que empeoren sintomas
presentes antes del comienzo del mismo al tiempo que se observa generalmente reduccion
de la carga viral y un aumento del recuento de CD4, lo que demuestra la eficacia de
tratamiento. A este proceso se lo conoce como sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) y es consecuencia de la restauracién de la respuesta inmune ante la
exposicion a un antigeno. El diagnostico del SRIS es clinico (5).

CRITERIOS DE USO DE CARGA VIRAL Y RECUENTO DE LT CD4+

Carga viral: Es la cuantificacion del ARN viral del VIH en plasma y se expresa como
nGmero de copias/mm?®, y como su logaritmo. No es aconsejable realizar estudios de carga
viral durante y hasta las 4 semanas después del tratamiento de infecciones intercurrentes o
inmunizaciones dado que se observa frecuentemente carga viral detectable sin repercusion
clinica durante este periodo. Segun el cuadro clinico puede solicitarse luego de 4-8 semanas
del inicio o cambio de TARV. Luego, cada 3 a 6 meses para confirmar la supresion de la
viremia. Cuando se controla la eficacia de un nuevo tratamiento, se espera una caida de por
lo menos 1 logaritmo en el valor de la carga viral luego de 4 semanas de iniciado el
tratamiento. El tratamiento es exitoso cuando se logra la indetectabilidad en dos
determinaciones luego de las 24 semanas de tratamiento (5).

Recuento de CD4: es uno de los marcadores mas importantes del estado inmunitario y
es atil para estadificar la infeccion, determinar el riesgo de infecciones oportunistas, para la
indicacion de inmunizaciones y del tratamiento preventivo de infecciones oportunistas. En

PcVIH estables bajo TARV con niveles de CD4 > 350 en forma sostenida durante 1 afio
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con adherencia al TARV y CV suprimida, el monitoreo de CD4 puede realizarse a
intervalos de 12 meses, siempre que la CV sea monitoreada cada 6 meses. De no cumplirse
estas condiciones se sugiere solicitar recuento de CD4 cada 3-6 meses hasta lograr que sea
un PcVIH estable bajo TARV. En personas con recuentos CD4 < a 200/mm3 el monitoreo
debe realizarse de manera mas frecuente, cada 3-4 meses una vez iniciado el TARV, para

guiar el inicio o discontinuacion de las profilaxis primarias de infecciones oportunistas (5).

Causas de carga viral detectable (tras haber iniciado tratamiento):

 Fallo viroldgico: carga viral detectable luego de 24 semanas de TARV en dos
oportunidades consecutivas una vez descartadas otras causas (considerar resistencia
transmitida).

» BLIP (escape viral transitorio): carga viral detectable (generalmente de bajo nivel) en
una muestra aislada que no se repite en las sucesivas muestras (2 cargas consecutivas con
diferencia de 1 mes > de 50 copias y menores de 200 copias). Una vez chequeada la
adherencia se debe consultar el caso con el centro de referencia.

* Brecha en adherencia: numero de tomas en forma adecuada (+/- 2hs de la hora
prevista) menor al 90%. Este escenario no permitira de no modificarse el éxito terapéutico
por lo que se deben implementar medidas al momento de sospecharlo o detectarlo.

* Mala absorcion: descartar segin clinica y estudios complementarios como causa
potencial de niveles sub-terapéuticos de drogas en plasma.

* Interacciones farmacoldgicas: detectar posibles interacciones que generen niveles

sub-terapéuticos de drogas en plasma (5).

CRITERIOS DE USO DE TEST DE RESISTENCIA (TDR)

El TDR identifica mutaciones que se asocian con resistencia a farmacos
antirretrovirales (ARV) y permite identificar potenciales farmacos activos. El test de
resistencia debe realizarse durante la toma del TARV o hasta un maximo de 4 semanas de

suspendido el mismo, luego de ese tiempo la utilidad de éste serd relativa (5)(1. Esta
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previsto ademas para el paciente pediatrico al momento del diagnostico y antes de inicio de

tratamiento.

CRITERIOS DE USO DE HLA B5701

Se utiliza si se usara abacavir en el tratamiento. Si es positivo la probabilidad de

hipersensibilidad a la droga es elevada, por lo que estaria contraindicada (5).

APLICACION DEL LABORATORIO A LA PROFILAXIS ANTE AGENTES

OPORTUNISTAS (5).

Agente Indicacién Primera opcion Suspension
Pneumocystis jirovecii |CD4 < 200 /mm3 o <|TMP - SMX CD4 > 200 /mm3 por
14% o candidiasis mas de 3 meses

orofaringea

Encefalitis por
Toxoplasma gondii

IgG (+) y CD4 < 100
/mm3

TMP — SMX

CD4 > 200 /mm3 por
mas de 3 meses

Mycobacterium
tuberculosis (TB
latente)

PPD > 5 mm o
contacto con paciente
bacilifero, habiendo

Isoniazida + piridoxina

9 meses

Complejo
Mycobacterium avium
(MAC)

CD4 <50 /mm3

Azitromicina
Claritromicina

CD4 > 100 /mm3 por
maés de 3 meses
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APLICACION DEL LABORATORIO EN LA VACUNACION DEL PACIENTE

.. L . . Control de L Vacunacion
Vacuna Requisito Indicacion | Estudio previo Esquema Re vacunacion de
respuesta -
convivientes
Influenza Cualquier Universal No 1 dosis anual. No Anual Si
recuento de Menores de 9
CD4 afios: 2 dosis si
s primera vez
Neumococo Idealmente | Mayores de 2 No 1 dosis de No Nifios: 2da No
CD4> 200 afios conjugada 13 dosis a los 3
valente IM afios. Adultos:
seguida de 1 2da dosis de
dosis de polisacéarida 23
polisacarida 23 valente a los 5
valente a las 8 afios
semanas
Hepatitis B CD4> 200 Universal AHBsAg > 10, | 3dosis,0 -1y | AHBsAga los Dosis de
no vacunar. 6 meses, IM | 2 meses. Si es < refuerzo si
AHBc reactivo 10 UI/L, aHBsAg cae a
con resto de esquema doble <10 UIl/L
marcadores dosis.
negativos,
descartar
infeccion oculta
Hepatitis A CD4> 200 Universal Si HAV 1gG 2 dosis, 0y 6 No No No
reactivo, no meses, |IM
requiere vacuna
Doble adultos| CD4> 200 Universal No 1 dosis IM No Cada 10 afios No
(DT)
Triple viral CD4> 200 Universal Sisarampiony | 2dosis,0y 1 | IgG sarampion No Si
rubeola 1gG mes, SC rubeola
reactivo, no
requiere vacuna
dTPa CD4> 200 Universal No 1 dosis Unica No No No
(en vez de una
de las de DT)
VPH Cualquier | Entre 11y 26 No 3 dosis, 0,2y 6 No No No
(cuadrivalente) | recuento afios. meses, IM

Considerar en
HSH hasta los
40 afios.

La administracion de

las siguientes vacunas debera realizarse con el asesoramiento de
especialistas en inmunizacion (5):
* Vacuna contra Fiebre amarilla.

* Vacuna contra Fiebre hemorragica.
* Vacuna antipoliomielitica.
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VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

La vigilancia de ambos eventos, VIH y SIDA, se realiza a través de una ficha de
notificaciéon individual y detallada. En relacion con la notificacion de una infeccion,
quienes deben completar la ficha son los integrantes del equipo de salud cada vez que
atiendan por primera vez a una PcVIH, haya sido o no notificada con anterioridad por otro
profesional en esa u otra institucion. En relacion con los casos de SIDA, se debera notificar
en ocasion de la ocurrencia de la primera enfermedad marcadora. Debe tenerse presente que
lo que se vigilan son eventos, no personas, por lo que una persona infectada notificada
deberéa ser re notificada si posteriormente desarrolla una enfermedad marcadora de SIDA.

Solo se notifica el primer evento marcador de SIDA (5).
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