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RESUMEN

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es una inflamacion del epitelio respiratorio
que afecta mayormente a menores de 5 afios y mayores de 75 afios. En el mundo es la 3°
causa de muerte con un 6,7% de mortalidad y en Chile representa el 20% de la mortalidad
en la poblacion general, constituyendo un problema de salud publica. En adultos los
agentes etioldgicos mas frecuentes son bacterianos; sin embargo, en los Gltimos afios se ha
reconocido a los virus respiratorios como causa frecuente de NAC, siendo los m&s comunes
el virus influenza (FLU), respiratorio sincicial (VRS), parainfluenza (PiV) y adenovirus
(AdV). Los adultos presentan una menor excrecion viral, por lo que se requieren técnicas
de mayor sensibilidad. Existen diversos métodos para el diagndstico, incluyendo la
deteccion de antigenos por inmunofluorescencia (IF), de genoma por la reaccién en cadena
de la polimerasa con transcripcion reversa (TR-RCP) en tiempo real y la mas reciente
Luminex®, de la cual existen pocas publicaciones que avalen su efectividad y no se dispone
de informacion en nuestro pais, a pesar de su gran potencialidad. En este trabajo se
compard la efectividad de las técnicas de IF, TR-RCP en tiempo real y Luminex®, en la
deteccion de virus respiratorios, en muestras de adultos con NAC, analizando su

rendimiento, complejidad de ejecucion y costos de implementacion.

Se estudiaron 113 pacientes mayores de 18 afios hospitalizados por NAC. De cada uno se
registraron los antecedentes clinicos y se obtuvo una muestra respiratoria para detectar
virus por IF cléasica (FLU A/B, VRS, PiV 1-3, AdV con Sigma® y Metapneumovirus
(MPVh) con Hybrid Diagnostics®) y rapida (Hybrid Diagnostics®); por TR-RCP en tiempo
real con el sistema comercial multiplex para virus respiratorios (Sacace Biotechnologies®)
y por Luminex® (XTAG® RVP). Se analiz6 el rendimiento de las técnicas con
caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes mediante las pruebas estadisticas: Z,
t y de correlacion de Pearson con un p< 0.05 como significativo. Se determind la
sensibilidad, especificidad, valores predictivos, coeficiente de concordancia Kappa (x), la

curva ROC vy las areas bajo la curva (AUC) con el programa estadistico GraphPad Prism®.

El rendimiento de la RT-RCP (49,6%) y de Luminex® (53,1%) fue similar (p=0,6) y ambos
fueron significativamente mayores que la IF clasica (2,7%) y rapida (0%) (p=0). Rinovirus
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(RVh, 31,8%) y FLU A/B (14,2%) fueron los agentes detectados con mayor frecuencia.
Luminex® coincidié con la TR-RCP en todas las detecciones de VRS (4,4%) y MPVh
(1,8%) y fue el Unico que detectd Coronavirus (CoVh, 1,8%). La IF clasica solo detecto 1
caso de VRS (1%) y 2 de FLU A/B (1,9%). Respecto a la TR-RCP, la sensibilidad,
especificidad, coeficiente x y la AUC de Luminex® fue 89,9%, 82,5%, 0,7 y 0,86 y de la IF
clasica fue 11,5%, 100%, 0,2 y 0,53 respectivamente. Se establecié una relacion
inversamente proporcional entre la fluorescencia (MFI) de Luminex® y el C; de la TR-RCP
para las detecciones coincidentes del total de muestras y las de RVh (p<0,0001). No se
encontraron diferencias significativas en los datos demograficos, clinicos y de evolucion
entre los pacientes con deteccion viral por Luminex® y por RT-RCP. Luminex® permitié
estudiar simultdneamente un mayor nimero de virus y de muestras, pero su costo y tiempo

de procesamiento son mas altos que las otras técnicas.

En conclusién, Luminex® posee una buena sensibilidad y especificidad para detectar virus
respiratorios en adultos con NAC, en comparacion a la TR-RCP, por lo que esta técnica es
una opcion apropiada para el diagndstico viral de estos pacientes aunque su
implementacién en la rutina de un laboratorio puede estar dificultado por su aun alto costo.

Por el contrario, la IF no debiera usarse en la deteccidn de virus respiratorios en adultos.
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ABSTRACT

“Comparison between immunofluorescence assays, real time multiplex RT-
PCR and Luminex® in the detection of respiratory viruses in adults with

community acquired pneumonia”

Community acquired pneumonia (CAP) is an inflammation of the respiratory epithelium. It
affects mostly children younger than 5 and adults older than 75 years. It’s the third cause of
death worldwide, with a 6.7% mortality rate and represents a 20% mortality in general
population in Chile, becoming a public health problem. In adults, the most frequent
etiologic agents are bacteria; but in the last few years, respiratory viruses were
acknowledged as frequent causes of CAP; influenza virus (FLU), respiratory syncytial virus
(RSV), parainfluenza virus (PiV) and adenovirus (AdV) being the most common. Adults
present low viral excretion, for it is required techniques with great sensibility. There are
various diagnostics methods, including antigen detection by immunofluorescence assay
(IFA), genome detection by real time polymerase chain reaction with retrotranscription
(RT-PCR) and the most novel Luminex®, of which are few papers that prove its effectivity
and there is no information for our country, despite its great potential. In this work, the
performance of IFA, real time RT-PCR and Luminex® was compared in the detection of
respiratory viruses in adults with CAP, analyzing performance, execution complexity and

mounting costs.

113 patients above 18 years hospitalized with CAP were enrolled. For each one, clinical
data were registered and a respiratory sample was obtained for detecting respiratory viruses
by classic IFA (FLU A/B, PiV 1-3, RSV, AdV, Sigma®: human Metapneumovirus
(hMPV), Hybrid Diagnostics®), fast IFA (Hybrid Diagnostics®), multiplex real time RT-
PCR for respiratory virus (Sacace Biotechnologies®) and by Luminex® (XTAG® RVP).
Performance of each technique and demographic and clinical data were analyzed by
statistical tests: Z, t and Pearson correlation with a p<0.05 as significate. Sensitivity,
specificity, predictive values, Kappa (k) value, ROC curve and area under curve (AUC)

were calculated using GraphPad Prism® statistical software.
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In respiratory virus detection, the performance of RT-PCR (49.6%) and Luminex® (53.1%)
were similar (p=0.6) and both were significantly higher than classic (2.7%) and rapid IFA
(0%) (p=0). Human rhinovirus (hRV, 31.8%) and FLU A/B (14.2%) were the most
frequently detected agents. Luminex® presented the same detections as RT-PCR for RSV
(4.4%) and hMPV (1.8%) and was the only one able to detect human coronavirus (hCoV,
1.8%). Classic IFA only detected 1 case of RSV (1%) and 2 of FLU A/B (1.9%). In
comparison to the RT-PCR, sensibility, specificity, Kappa value and AUC obtained by
Luminex® was 89.9%, 82.5%, 0.7 and 0.86 and the values obtained by classic IFA was
11.5%, 100%, 0.2 and 0.53. An inverse proportional relation was established between
Luminex® fluorescence (MFI) and RT-PCR C; values for coincident detection in all
samples and for hRV detection (p<0.0001). There are no significant differences in
demographic, clinical and disease evolution data between patients with viral detection by
Luminex® or RT-PCR. Luminex® possesses the biggest sample processing capability and
viral type detection, but is more expensive and has the biggest processing time lapse than

the other techniques.

Finally, Luminex® possesses a high sensibility and specificity for detecting respiratory
viruses in adults with CAP in comparison to RT-PCR, showing that it is a good and
appropriate option for viral diagnosis in these patients, although its implementation in a
routine diagnostic laboratory could be difficult for its high costs. On the contrary, classic
IFA had a low performance and should not be used in detecting respiratory viruses in

adults.
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INTRODUCCION

I.- Neumonia adquirida en la comunidad (NAC): Generalidades

La NAC es una enfermedad que involucra inflamacion del epitelio respiratorio, con
sintomas como dificultad para respirar, tos, expectoracion, dolor en el pecho, fatiga, fiebre
y escalofrios. El diagndstico de esta enfermedad se basa en un criterio clinico, de acuerdo a
los sintomas y desarrollo de la enfermedad y es confirmado por la observacion de
infiltrados pulmonares en una radiografia de torax. Algunos factores de riesgo en la
evolucion de la NAC, favoreciendo su gravedad, son el tabaquismo, el alcoholismo,
enfermedades respiratorias, hepaticas o renales, diabetes mellitus, inmunosupresion por
drogas (transplantados) o infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), entre
otros (1).

La enfermedad es més frecuente en nifios menores de 5 afios y adultos mayores de 75 afios
(proporcion de 34/1000 individuos), lo que estaria influido por la disminuida capacidad de
accion del sistema inmunoldgico asociado a la edad (1). En paises en desarrollo la
incidencia puede ser hasta 5 veces mayor que en paises desarrollados (2), convirtiéndola en
la 3% causa de muerte después de la isquemia y los accidentes cerebrovasculares, con un
6,7% de la mortalidad mundial (3). La letalidad de esta enfermedad varia entre 3% en
pacientes ambulatorios a 10-20% en hospitalizados. En Chile, en el afio 2009, determind
una mortalidad de 20% en la poblacién general, por lo que independiente de su causa, esta

enfermedad es un problema de salud puablica.

I1.- Etiologia

Las causas de NAC pueden ser diversas, entre los cuales estan las infecciones bacterianas y
virales, su identificacion es vital para establecer un tratamiento adecuado, asi como para
estudiar la correlacion entre la gravedad de la neumonia y la deteccion de uno o mas

agentes patdgenos (1).
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En adultos se considera que los agentes etiologicos mas comunes son de origen
bacterioldgico, siendo Streptococcus pneumoniae el mas frecuente (3), por lo que
generalmente el tratamiento inicial frente a un diagndstico de NAC es con antibi6tico.
Otros agentes bacterianos involucrados son bacterias atipicas como Chlamidia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae y Legionella spp., las que pueden infectar al paciente como
agente Unico o en coinfeccion, convirtiéndose en un factor de riesgo en la evolucion de la
NAC (4, 5).

En los ultimos afios ha aumentado el reconocimiento de los virus respiratorios como causa
frecuente de NAC en adultos, facilitado por la introduccién de pruebas diagnoésticas de
mayor sensibilidad que, ademas, detectan multiples virus (3). Aunque la mayoria de las
guias clinicas reconocen a los virus como causa, no incluyen recomendaciones respecto a
su manejo, debido en gran parte a la escasa informacion disponible sobre prevalencia,
presentacion clinica y desarrollo en adultos (5). Los agentes virales mas comunes que
causan esta patologia son el virus influenza (FLU), virus respiratorio sincicial (VRS), virus
Parainfluenza (PiV) y adenovirus (AdV), aunque han aparecido en escena otros como
Bocavirus (BoVh) y nuevos subtipos de Coronavirus (CoVh) (2). Algunas caracteristicas

de estos virus las resumiremos a continuacion:

1.- Virus influenza: Es uno de los agentes mas frecuentes de infeccion respiratoria en el
mundo. Pertenece a la familia Orthomyxoviridae y se clasifican en 3 tipos: A, B 'y C, los
que comparten caracteristicas estructurales, como el diametro de 50 a 120 nm y la forma
esferoidal, la presencia de una envoltura formada por una bicapa lipidica con glicoproteinas
en forma de espiculas insertadas y un genoma de acido ribonucléico (en inglés ribonucleic
acid, RNA) con polaridad negativa. EI RNA estd compuesto de 12 a 15 kilobases, dividido
en 7 (FLU C) u 8 (FLU A y B) fragmentos y codifica para 9 proteinas diferentes, entre
estructurales y no estructurales. Las proteinas del manto se denominan Hemaglutinina (HA)
y Neuraminidasa (NA), y la combinacion de los tipos de estas proteinas determina el
subtipo viral. Ambas son altamente propensas a presentar modificaciones por mutaciones
puntuales (drifts), que marcan el comportamiento estacional de la infeccion, las cuales son
de intensidad variable y mas frecuentes en el invierno, y reordenamientos de los fragmentos

del genoma (shifts), que pueden generar epidemias o pandemias de mayor escala (6). Las
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epidemias de influenza afectan entre un 5 a un 30% de la poblacion, con grados variables
de morbilidad y algunos casos de muerte en adultos mayores con condiciones médicas

previas (3).

2.- Virus respiratorio sincicial: Es la principal causa de infecciones respiratorias agudas
bajas en nifios y, con el aumento de la sensibilidad de las técnicas de deteccion, se ha
demostrado que es un virus relevante en ancianos e inmunocomprometidos (7). Pertenece a
la familia Paramyxoviridae que mide entre 150 y 300 nm, con simetria helicoidal, posee
manto y su genoma es un RNA de polaridad negativa de aproximadamente 14 kb. Posee 10
genes que codifican 11 proteinas: 2 no estructurales, incluyendo RNA polimerasa RNA
dependiente y 9 estructurales entre las cuales se encuentran glicoproteinas de superficie de
tipo variables (G) y conservadas (F), importantes en la diversidad antigénica y en

estrategias de inmunizacion, respectivamente (7, 8).

3.- Virus parainfluenza: Estos virus fueron descubiertos a mediados de los 50’s siendo
recuperados de muestras provenientes de nifios con infecciones respiratorias bajas.
Pertenecen a la familia Paramyxoviridae, al género Paramyxovirus, ademas poseen 2
subgéneros denominados Respirovirus (PiV-1 y PiV-3) y Rubulavirus (PiV-2 y PiV-4).
Miden entre 150 y 250 nm, aunque se han observado agregados de mayor tamafio; su
genoma es RNA de polaridad negativa que contiene aproximadamente 15 kb y codifica
entre 6 y 10 proteinas, con una nucleocapside gruesa envuelta por un manto de grosor
variable, el cual exhibe glicoproteinas como proteinas de fusion (F) y hemaglutinina-
neuraminidasa (9, 10). Respecto a las NAC, PiV-1 y PiV-3 se detectan en el 10% de
pacientes con neumonias no hospitalizadas, PiV-3 es detectado en mayor porcentaje en
pacientes hospitalizados y PiV-1 en neumonias bacterianas en adultos mayores. La NAC
también puede ser causada por PiV-2 y PiV-4, pero la incidencia de ambos en la
enfermedad no esta bien descrita (9).

4.- Adenovirus: Este virus no s6lo provoca enfermedades de tipo respiratorio, sino que
también produce conjuntivitis, gastroenteritis y cistitis hemorragica aguda. Ademas, gracias
a su estructura y forma de replicacion, se utiliza como herramienta de terapia génica y

vacunas genicas. Este virus pertenece a la familia Adenoviridae, la cual se compone de 5
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géneros, que pueden afectar a reptiles, aves y mamiferos, y 55 serotipos que pueden afectar
a humanos. Son virus icosaédricos de 70 a 100 nm, sin manto y con genoma de &cido
desoxirribonucléico (en inglés deoxyiribonucleic acid, DNA) lineal y doble hebra de
aproximadamente 36 a 38 kb. Esta infeccion se presenta de forma endémica con brotes
epidémicos, de los cuales los serotipos mas prevalentes son del 1 al 7. Los serotipos 3,4y 7
son los mas frecuentes en adultos, especialmente en recintos militares, donde pueden

afectar hasta el 80% de la poblacidn, con una tasa de hospitalizacion de un 20 a 40% (7).

5.- Rinovirus (RVh): Es el principal agente del resfrio comun, de las reactivaciones de
crisis en individuos asmaticos o con bronquitis obstructiva cronica (7). Su nombre deriva
del compromiso nasal que ocasiona. Pertenece a la familia Picornaviridae, del género
Rhinovirus. Son virus pequefios, icosaédricos, sin manto, con un tamafio de 18 a 30 nm y
con un genoma compuesto de una hebra de RNA de 7 a 8 kb de polaridad positiva unida a
una proteina de forma covalente al extremo 5’ y una cola poli A en el extremo 3. Es 1abil
en pH acido (de 3 a 5) y su temperatura 6ptima de multiplicacion es de 33 a 35 °C,
semejante a la temperatura nasal, la cual es menor con respecto a la temperatura corporal
humana. La infeccion por rinovirus esta presente durante todo el afio y es mas comdn al
inicio del otofio y primavera en climas templados. Un adulto puede experimentar 2 a 4

episodios de resfrios por afio y un nifio, 6 a 8 episodios anuales. (7, 10)

6.- Metapneumovirus humano (MPVh): Fue identificado por primera vez en 2001 en
muestras de nifios con enfermedades del tracto respiratorio y se discute su participacion en
la mayor gravedad en nifios con bronquiolitis coinfectados con VRS (11). Pertenece a la
familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumoviridae, género Metapneumovirus,
encontrandose 2 grupos genéticos denominados A y By, a su vez, subdivididos en los
grupos 1 y 2. Mide 200 nm de diametro, posee manto y es muy similar a VRS tanto en
estructura como patogenia. Su genoma esta compuesto de una sola hebra de RNA de
polaridad negativa que contiene 8 genes que codifican al menos 9 proteinas, de las cuales la
proteina F es la que determina el grupo viral (7). Segin Van Den Hoogen et al., la
estacionalidad de este virus varia dependiendo del pais en estudio, circulando
principalmente en la temporada de invierno, con un maximo entre Diciembre y Febrero en

paises templados y siendo mas frecuente en primavera y verano en otros paises, como
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China, afectando a un 3% de la poblacion general (12). En Chile, Luchsinger et al., detecto
MPVh entre Septiembre y Diciembre en el 5,4% de menores de 2 afios hospitalizados por

enfermedad respiratoria y sin deteccion de otros virus respiratorios entre (13).

7.- Coronavirus: Es la segunda causa de resfrio comudn, y aunque son dificiles de
diagnosticar y generalmente son de caracter benigno, una nueva variante determind una
pandemia de neumonia en el 2002 (7). Pertenecen a la familia Coronaviridae, la cual
comprende 11 virus que afectan a aves, algunos mamiferos y al humano. A su vez, esta
familia se divide en 2 géneros, Coronavirus y Torovirus, y en 4 subgrupos, describiendo 5
cepas importantes que afectan a los humanos: CoVh-229E y CoVh-NL63 (subgrupo 1);
CoVh-0OC43 y CoVh-HKUL (subgrupo 2); SARS-CoVh (subgrupo 4), responsable de la
pandemia de 2002 (7, 14). Estos virus son pleiomorficos, generalmente esféricos, su
tamafio varia entre 60 y 220 nm de diametro, poseen manto con proyecciones llamadas
espiculas de 20 nm de extensién. Su genoma es una hebra de RNA de polaridad positiva, de
30 kb y que codifica para 2 proteinas grandes, las cuales son procesadas y conforman las
proteinas de superficie (S), de membrana (M) y la nucleoproteina (N), ademas de 2 RNA
polimerasas (replicasas 1 y 2) (7, 15). Estos virus se encuentran en todo el mundo, con
diferentes frecuencias de deteccion segun la estacionalidad. Gaunt et al, detecté durante 3
afios las 4 cepas mas comunes de coronavirus mediante reaccidn en cadena de la polimerasa
con transcripcion reversa (TR-RCP) con frecuencia de 0,3 — 0,85% en todos los grupos
etarios analizados, distribuidos mayormente en la temporada invernal, excepto CoVh-229E,
el cual se detect6 esporadicamente durante todo el afio (16).

8.- Bocavirus humano: Fue descrito en 2005 por Allander et al, siendo detectado en
aspirados nasofaringeos de pacientes con infecciones del tracto respiratorio mediante RCP.
Este virus pertenece a la familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Bocavirus
y posee capside icosaédrica y genoma DNA de simple hebra de 4 a 6 kb. Se ha podido
detectar en muestras congeladas a -80°C en una frecuencia de 3 a 6%. Este agente se ha
encontrado en todo el mundo, en pacientes que poseen enfermedades respiratorias agudas
con una frecuencia del 1,5 al 1,9%, sobre todo en menores de 2 afios de edad. No se ha
podido establecer estacionalidad de esta infeccion, entre otras razones, debido a la

presencia del virus en individuos asintomaticos (7, 17).
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I11.- Métodos de deteccidn y diagnostico

La deteccion de virus en NAC era infrecuente, debido a la baja sensibilidad de las técnicas
aplicadas (18), lo que ha ido mejorando con las nuevas metodologias. En un comienzo, los
cultivos celulares surgieron como método de diagndstico viral y, por mucho tiempo, fueron
la técnica méas importante y mas utilizada en la practica clinica, complementada desde 1980
con la deteccion de antigenos por inmunofluorescencia (IF) utilizando anticuerpos
monoclonales. En 1985, con el desarrollo de la biologia molecular, aparecieron técnicas
mas sensibles y especificas, como la amplificacion de acidos nucléicos mediante TR-RCP,
lo que generd una evolucién en el diagnostico, masificandose al hacer mas asequible la
implementacion y el costo en laboratorio (19-22). Nuevas metodologias como Luminex® se
han incorporado a este quehacer, las que prometen ser revolucionarias en el ambito
diagndstico por su rapidez, manejo, versatilidad y la gran sensibilidad que presenta. Las

técnicas mas importantes del diagnostico en virologia son:

1.- Aislamiento viral (AV): En ella se inocula una muestra bioldgica en cultivos celulares
susceptibles, en el que se replican los virus infectivos presentes y posteriormente se
confirma su presencia mediante deteccidn especifica por inmunodiagnostico. Este método
ha estado presente en gran parte de la historia de la virologia, tanto en diagndstico,
investigacion y preparacion de vacunas, y, a pesar de la aparicibn de nuevos
procedimientos con mayor sensibilidad y especificidad, se le considera ain la técnica de
referencia para deteccion y estudio de muchos virus (19). Sin embargo, incluso en
condiciones Optimas, como la obtencion de una muestra en un cuadro agudo de corta
evolucion y con alta excrecion viral, la sensibilidad del cultivo es bastante menor en
comparacion a la TR-RCP y a la serologia. La sensibilidad del cultivo, especialmente en
adultos mayores, es de 21%- 50% con respecto a la deteccion mediante TR-RCP y de un
51,2% a la serologia (23).

La ventaja del AV es la posibilidad de identificar nuevos virus y de estudiar su morfologia,
ciclo de replicacion, citopatologia, etc. Las grandes desventajas de este método que
dificultan su aplicacion en el diagnostico viral son: primero, las dificultades del traslado de

las muestras, en especial en los virus con manto que por su labilidad a las condiciones
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ambientales requieren cercania del centro de obtencidn de la muestra con el laboratorio de
diagnostico y mantencion de la cadena de frio; segundo, para obtener una muestra 6ptima,
con una alta carga viral y con virus infectivo, se requiere una corta evolucion de la
infeccion; tercero, la incapacidad de replicacion en células in vitro de algunos virus y la
inexistencia de cultivos permisivos para todos los agentes virales; cuarto, la demora en el
resultado puede ser de dias hasta semanas, variando entre los 1 a 42 dias; quinto, la menor
sensibilidad de la técnica en adultos porque, en general, excretan bajas cargas virales; y por
ultimo, el alto costo y la necesidad de personal altamente entrenado que conlleva la

obtencion y mantencion de lineas celulares adecuadas (19, 23).

2.- Serologia: Mediante distintos métodos, se detectan anticuerpos antivirales especificos
en suero como respuesta a una infeccion; una de las més utilizadas en este campo es el
ensayo inmunoenzimatico (ELISA), el cual utiliza un soporte al que esta unido un antigeno
viral y este se incuba con el suero del paciente que puede poseer el anticuerpo que
interacciona especificamente con ese antigeno. Después se incuba con un nuevo anticuerpo,
que reconoce inmunoglobulinas, y estd unido a una enzima que genera una reaccion
colorimétrica actuando sobre el sustrato correspondiente. Esta metodologia puede usarse
para detectar 2 tipos de inmunoglobulinas: IgM, presente en fases tempranas de la infeccion
aguda, demoran 4 a 8 semanas en ser detectables en suero y son Utiles en la deteccion de
infeccion por agentes virales que poseen uno 0 muy pocos serotipos; e 1gG, la cual es
detectable por largos periodos de tiempo post infeccion reflejando inmunidad frente a un
virus particular, siendo especialmente (tiles en la evaluacion de la respuesta inmune frente

a una vacuna y del estado inmunitario de la poblacion (19).

Aunque la serologia es util, posee restricciones con respecto a su aplicacion en el
diagndstico de infecciones respiratorias en adultos, puesto que generalmente son
reinfecciones, por lo que préacticamente en todos se detectaran inmunoglobulinas lo que no
permitira establecer una infeccion actual, excepto si se demuestra seroconversion. Para esto
se necesitan 2 muestras como minimo, una inicial y otra posterior al menos 20 dias
después. Ademas, la produccion de IgM puede tardar de 4 a 8 semanas en cuadruplicar los

titulos de anticuerpos que se requieren para confirmar infeccion, lo que no tiene utilidad en
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la practica clinica ni en estudios como el de esta tesis, que incluye pacientes con un corto

periodo de evolucién de la enfermedad (cuadro menor a 7 dias).

3.- Deteccion de antigenos por IF: Esta técnica es considerada de diagndstico répido y
consiste basicamente en el reconocimiento de antigenos virales protéicos presentes en la
muestra, fijada en un soporte de vidrio, por anticuerpos especificos y que luego podemos
observar mediante la accion de fluoréforos acoplados a los anticuerpos. Se puede realizar
de 2 maneras: de forma directa, en la que el anticuerpo de reconocimiento esta directamente
acoplado con el fluoré6foro, siendo en general isotiocianato de fluoresceina, y de forma
indirecta, en el que un anticuerpo primario especifico reconoce al antigeno y luego este es

reconocido por un anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo.

Este método es habitualmente cualitativo y su sensibilidad depende de la edad del paciente
y de factores de la muestra respiratoria como: tipo, el aspirado nasofaringeo (ANF), el mas
efectivo pero a la vez mas invasivo, o el torulado nasofaringeo (TNF), uno de los mas
simples de obtener teniendo el personal entrenado; calidad (medida en integridad y alta
celularidad); obtencion y transporte. A pesar de todos estos factores, las IF son las mas
utilizadas por ser ensayos rapidos, que no demoran mas de 60 a 120 minutos, proveen
resultados validos y son técnicamente mas simples y baratos que los métodos moleculares.
La sensibilidad observada de una IF en comparacion al cultivo es aproximadamente de un
81%, aunque este varia dependiendo del virus analizado. Para VRS, el virus con mayor
sensibilidad de deteccion por esta técnica, es de 84-99% en comparacion al cultivo celular y
para AdV de 0-58%, siendo el de menor sensibilidad (24). En nifios, la IF alcanza una
sensibilidad de 95% en comparacion con la TR-RCP para deteccion de MPVh (25), la que
disminuye en adultos mayores a 6-23% en comparacion con la serologia y la TR-RCP, lo
que se explicaria por la menor excrecion viral en estas personas Yy, por lo tanto, una menor
capacidad de deteccion de la técnica (26). Aun con esta complicacion, utilizaremos esta
técnica en la tesis porque es la mas extendida en uso en los hospitales de nuestro pais y esta

disponible en la mayoria de los laboratorios de diagndstico.

4.- Reaccion en cadena de la polimerasa: Es la técnica de biologia molecular de

amplificacion méas usada en los laboratorios de investigacion y en el diagnostico viroldgico.
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Requiere la extraccion y purificacion del &cido nucleico de la muestra, y en caso de los
virus con RNA como genoma, primero debe realizarse una transcripcion reversa (TR) a un
DNA complementario. Ademas se necesitan partidores o secuenciadores disefiados para
que reconozcan por complementariedad los extremos del fragmento de DNA a identificar;
la mezcla de RCP, que contiene nucleétidos, sales y una enzima que polimerice DNA
como lo son las polimerasas Taq de la bacteria Thermophilus aquaticus, capaces de
soportar altas temperaturas y de elongar y amplificar el DNA blanco. Este proceso se
realiza en varias fases, incluyendo: denaturacion del DNA, en la cual las hebras se separan;
hibridacion, en la cual los partidores reconocen la secuencia blanco y se complementan, y
la sintesis de DNA por accion de la polimerasa Taq. La aplicacion de este método puede
verse dificultada por su alto costo debido al elevado precio del equipo y por los reactivos
especificos necesarios, por requerir personal entrenado para llevar a cabo el proceso y
porque se necesita una infraestructura adecuada que incluya zonas especializadas para cada
proceso incluyendo un sector limpio para preparacion de reactivos, un area para cargar las
muestras, un lugar para amplificaciéon en la cual estaran los termocicladores y una zona

“sucia” en la cual se detectaran los amplificados obtenidos.

Se ha desarrollado la TR-RCP en “tiempo real”, que permite detectar los amplicones
mientras van sintetizandose gracias a sondas fluorescentes, acortando el tiempo de
diagnostico y acoplando el analisis a un programa computacional, con lo que se disminuye
la posibilidad de contaminacién (19). Diversos estudios han demostrado la mayor
sensibilidad de esta técnica en distintas poblaciones. En la deteccién de AdV, FLU A, PiV
1-3, VRS y MPVh en nifios, la RT-RCP obtuvo un 53,4% de detecciones en comparacion
al 38,3% de la IF, la que es la técnica de preferencia en este grupo etareo (27). En 60
adultos mayores de 49 afios, se observé que en la TR-RCP en 16 casos, con una
sensibilidad superior al aislamiento que solo detecto 2 de los 12 casos mas probables (17%)
(excluidos los casos con resultado negativos en todas las técnicas aplicadas tras el cultivo

de la muestra por 24 horas) a la IF, que detectd 4 de los 12 casos (33%) (26).

El desarrollo de la TR-RCP de tipo “Multiplex” mezcla partidores que permite que se
detecten varios blancos virales en forma simultdnea y en menor tiempo, manteniendo la

mayor sensibilidad en comparacién con técnicas mas clasicas. Junto a las nuevas
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aplicaciones de la RCP, su costo ha ido disminuyendo, aumentando significativamente el
numero de laboratorios que poseen los equipos necesarios para realizar esta técnica,
masificando su utilizacion. Todas estas ventajas han puesto a la TR-RCP en una posicion
de preferencia en el diagndstico clinico por lo que se utilizar4 como técnica de referencia en

esta tesis.

5.- Luminex®: esta nueva tecnologia detecta multiples acidos nucleicos utilizando sondas
especificas unidas a microesferas con equipos Luminex® xMAP®. Su aplicacién en la
clinica ha ido evolucionando con el tiempo desde la genotipificacion descrita, por Bortolin
en 2004, hasta su uso en kit diagnosticos como el de virus respiratorios denominado
XTAG® RVP, descrito por Mahony en 2007. Esta técnica consiste en 2 procesos: el primero
es una TR-RCP multiplex, para 16 blancos virales; y el segundo, una extension de
partidores blanco-especifica (TSPE), en la cual una DNA polimerasa sintetizara
determinadas secuencias definidas por partidores especificos para cada blanco viral y que
ademas, contendran biotina-dCTP y una secuencia de oligonucledtidos llamada Tag.
Mediante esta Tag, el amplicon generado hibridard por complementariedad de bases con el
anti-Tag presente en una poblacion de microesferas, coloreadas espectrofotométricamente
de forma diferente, para cada uno de los blancos virales. Por otro lado, los dCTP-biotina
incorporados reaccionaran con una molécula reportera de Estreptavidina-R-Ficoeritrina (en
inglés Streptavidin-R-Phicoerythrin, SAPE), la cual es fluorescente. El equipo establece
una intensidad de fluorescencia media (en inglés Median Fluorescence Intensity, MFI)
entre la interaccion del reportero de ficoeritrina-estreptavidina y la poblacién de
microesferas, cuantificado por 2 laseres individuales, estableciendo una sefial Unica dentro
de esta poblacion, la que es analizada bajo parametros preestablecidos en el programa

entregado por la compafiia (28, Figura 1).
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Figura 1.- Esquema del procedimiento de la técnica Luminex® (Modificado de la fuente:

http://www.luminexcorp.com/TechnologiesScience/xTAGTechnology/).

Ejemplo de la Quimica usada en la tecnologia xTAG

*Simbologia:

I. RT-RCP Multiplex

Se realiza una reaccion RT-RCP Multiplex para amplificar las
regicnes de interés en genes blanco humanos o de agentes
infecciosos.

Il. Tratamiento Exo/SAP del producto de RT-RCP
La reaccion de RCP es tratada para remover el exceso de
nucleatidos y partidores.

ll. Multiplex ASPE/TSPE

La reaccion de RCP es expuesta @ un paso de extension que es
especifico para un alele o un agente infeccioso en analisis:
Extension partidor-especifica de alelos [ASPE) o Extension
partidor-especifica de hlanco (TSPE). El extremo 5' de los
partidores ASPE o TSPE es unido & una secuencia universal tag
de xTAG.

IV. Universal Array Sorting

La secuencia tag universal en 5° se hibrida con una secuencia
anti-tag complementaria unida a un set particular de
microesferas xMAP.

Lavado
V. Deteccidn .
Las microesferas hibridadas son leidas por el sistema

Luminex xMAFP vy los resultados son analizados por el
programa de analisis de datos.

Sistema de Deteccidon Luminex

au

= -
)

-

*amplicén extendido + dCTP-Biotina (B)

*Amplicon extendido + dCTP-Biotina unido a
microesfera especifica.

*molécula de streptavidina (gris)-ficoeritrina (PE)

25



Los estudios internacionales que han comparado el rendimiento de esta técnica con respecto
a las cléasicas, detectaron un rendimiento de un 98,5% con respecto al 68,8% obtenido por la
IF/aislamiento viral (29). En otro estudio, se comparé el sistema diagnéstico XxTAG® con
respecto a la TR-RCP en tiempo real, resultando con una especificidad del 99,6% y una
sensibilidad del 78,8% debido a que XTAG® no detecté virus en muestras positivas por
RCP en tiempo real con un alto ciclo umbral (en inglés cycle threshold, C;, que corresponde
al nimero de ciclo en el cual la fluorescencia generada en la reaccion es significativamente
mas alta que la fluorescencia basal, cruzando el umbral de fluorescencia, y es inversamente
proporcional a la cantidad de copias del gen a amplificar en el extracto), lo que indica una
baja concentracién de material genético en la muestra. Por otro lado, xTAG® amplificé
virus, especialmente picornavirus, en muestras negativas por RCP en tiempo real, por lo
que no fue significativa la diferencia en la capacidad de deteccion general de ambas

técnicas (30).

Luminex® ha demostrado ser una metodologia versatil en usos, tanto en investigacién como
en diagnostico, con una gran sensibilidad y especificidad respecto a las técnicas clasicas y
con capacidad de pesquisar virus que habitualmente no se detectan como los CoVh, PiV 4,
RVh/enterovirus y subtipos H1ly H3 de FLU. La dificultad en su uso masivo estaria dada
por el alto costo de los insumos y del equipo, lo cual eleva el valor de los examenes y por la

complejidad de ejecucion en el laboratorio.

En la decisién de implementar y aplicar una técnica en un laboratorio de diagnostico, no
solo se debe considerar los aspectos propios de la técnica, como el rendimiento en base a la
sensibilidad y especificidad presentada, sino también la rapidez en la obtencion y las
dificultades en la interpretacion del resultado, las posibilidades de implementacion, su
accesibilidad y la factibilidad econémica, todo lo cual esta incluido en el concepto de
efectividad de la técnica, entendiendo el término como el impacto general alcanzado por la
técnica implementada en condiciones habituales de uso. Respecto a la efectividad de la
nueva metodologia de Luminex® existen escasas publicaciones internacionales y no se
dispone de informacion nacional, ni de su rendimiento en poblacion chilena. Considerando
que los virus son agentes importantes en NAC de adultos, en quienes se necesita aplicar

métodos de mayor sensibilidad por su menor excrecion viral y que se requiere de técnicas
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més efectivas, es necesario determinar este parametro en Luminex® frente a la RT-RCP en
tiempo real y a la inmunofluorescencia, con el fin de aportar con informacion relevante a su

posible incorporacion en los servicios de diagndstico nacionales.
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HIPOTESIS

“La efectividad de la tecnologia xTAG® de Luminex® en la deteccion de virus respiratorios
en adultos con NAC es mayor a la de la TR-RCP y estas dos, a su vez, son més efectivas
que la deteccidn de antigenos virales por IF”.

OBJETIVOS

I.- General: Comparar la efectividad de las técnicas de IF, TR-RCP en tiempo real y

Luminex® en la deteccién de virus respiratorios en muestras de adultos con NAC.

11.- Especificos:

1.- Detectar virus respiratorios mediante IF, TR-RCP en tiempo real y la tecnologia XTAG®

Luminex® en muestras de adultos con NAC.

2.- Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos de la
tecnologia XTAG® Luminex® respecto a la TR-RCP en tiempo real en la deteccion de virus

respiratorios en adultos con NAC.

3.- Relacionar la efectividad en la deteccién de virus respiratorios del panel xTAG®
Luminex®, de la TR-RCP en tiempo real y de la IF, con caracteristicas demograficas (edad,
género), clinicas (gravedad de la enfermedad) y de la infeccion (tiempo de evolucion) de
adultos con NAC.

4.-Analizar las ventajas y desventajas de las 3 metodologias en relacion a su

implementacién, manejo, costo y rapidez en un laboratorio de diagndstico.
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MATERIALES Y METODOS

Contexto de la tesis: Esta tesis estd financiada por el proyecto FONDECYT N° 1121025,
dirigido por la Dra. Vivian Luchsinger. El proyecto estd aprobado por el Comité de
bioseguridad de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, y por los Comités de
Bioética de esta misma facultad, del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y del
Servicio de Salud Metropolitano Sur y Oriente. Se adjuntan los certificados de aprobacion y

consentimientos informados correspondientes (Anexo 1).

Pacientes: Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios hospitalizados por NAC con
sintomas por < 7 dias y con imagenes compatibles en la radiografia de torax. Se excluyeron
pacientes hospitalizados durante los 30 dias previos e inmunosuprimidos por medicamentos
0 por estar infectados con el virus de inmunodeficiencia humana. Se enrolaron 113
pacientes, provenientes del Hospital Clinico de la Universidad de Chile (HCUCH),
Hospital Lucio Cordova (HLC) y la Clinica Santa Maria (CSM) entre Julio/2012 vy
Enero/2014. Para cada paciente se completé una ficha clinica con datos demogréaficos
(edad, género); antecedentes (tabaquismo, alcoholismo, diabetes, insuficiencia renal o
cardiaca); condicion de ingreso (sintomas, dias de evolucion); parametros de laboratorio
(frecuencia respiratoria, pulso, evaluacion radioldgica); tratamiento y evolucion. Se
estratifico la enfermedad de cada caso segun gravedad mediante el indice el PSI de Fine en
base al puntaje obtenido aplicando el criterio de PORT de estratificacion, modelo que
analiza los factores independientemente relacionados a la mortalidad del paciente en una

forma aditiva (31, Anexo 2).

3.- Muestras: De cada paciente se obtuvo un TNF y/o un ANF, con una térula flexible
(Copan®) o una jeringa con Medio de transporte universal (en inglés Universal Transport
Media, UTM®), en forma estéril por personal de enfermeria entrenado en los
procedimientos; se depositaron en tubos con medio de transporte y se enviaron al
laboratorio de Virologia de inmediato en frio. Las muestras se trabajaron en camara de

bioseguridad con materiales desechables y una alicuota se congel6 a -80°C hasta su analisis.
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4.- Pruebas diagndsticas:

IF clasica: Para la deteccion de antigenos de AdV, VRS, PiV 1-3 y FLU A/B se
establecieron las concentraciones optimas de los anticuerpos monoclonales (Sigma®),
producidos en ratdn, utilizando muestras del proyecto que previamente fueron positivas por
RT-RCP (con bajo Ct) y por Luminex® (alto MFI). Se realizaron diluciones seriadas desde
el stock de 1:100, 1:200, 1:300 y 1:400 para VRS, 1:200, 1:300 y 1:400 para FLU A/B y
1:100, 1:200 y 1:300 para AdV y PiV 1-3 y se determind que las concentraciones
adecuadas eran 1:200 para VRS; 1:300 para FLU A/B; 1:200 para AdV; y 1:200 para PiV
1-3 (Tabla 1, Figura 2).

Tabla 1: Deteccién de antigenos de VRS, FLU A/B, AdV y PiV 1-3 mediante IF clasica utilizando diferentes

diluciones de anticuerpos monoclonales en adultos con NAC.

- Cant. de células | Intensidad
Dilucion de

. 1-2: baja 1-2: baja Observaciones Resultado
anticuerpos
3-4: alta 3-4: alta
VRS 1:100 4 4 - Positivo
1:200 4 4 - Positivo
1:300 3 3 - Positivo
1:400 3 2 - Positivo
FLU A/B 1:200 3 2 Inespecificidad alrededor Positivo
de las células
1:300 3 2 Inespecificidad alrededor Positivo
de las células
1:400 3 1 Inespecificidad alrededor  Negativo
de las células
AdV 1:100 2 1 Saturacién basal muy alta Negativo
1:200 4 2 Punteado poco claro Positivo
1:300 4 1 Nucleos poco definidos Negativo
PiVv 1-3 1:100 3 4 Saturacion basal muy alta Positivo
1:200 3 3 Saturacion basal muy alta Positivo
1:300 3 2 Saturacion basal muy alta, ~ pgsitivo
fluorescencia difusa
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Figura 2: Deteccidon de FLU A/B por IF clasica con distintas diluciones de anticuerpos monoclonales: a)
dilucion 1:200; b) dilucion 1:300; c) dilucion 1:400.

a) b)

Cada muestra respiratoria se lavé con 3-5 ml de PBS, se homogeneizo, se extrajeron las
mucosidades no disueltas y se centrifugé a 327 g por 10 minutos en centrifuga Hanshin®.
Se resuspendio el sedimento en 100 ul de PBS, depositando 10 ul en un portaobjetos
identificado con los datos de la muestra (N° y cddigo, tipo de muestra, virus a detectar y
fecha). Las muestras se secaron a temperatura ambiente o en calefactor, se fijaron durante
10 minutos con acetona y se volvieron a secar en calefactor. Cada muestra fijada se incubd
con 8-10 ul de anticuerpo monoclonal preparado previamente durante 30 minutos a 37 °C
en cdmara humeda. Luego se lavo con PBS durante 5 minutos en agitacion y se agregoé el
anticuerpo 1gG de cabra anti-ratén conjugado con fluoresceina (Sigma-Aldrich®) que
ademas contiene azul de Evans (contraste rojo). Se repiti6 la incubacion y el lavado y, una
vez secos, se coloco el cubreobjetos. En el caso de MPVh se realiz6 una IF directa,
utilizando un anticuerpo monoclonal conjugado con fluoresceina y preparado con Azul de
Evans por el proveedor (DiagnosticsHybrids®). Los portaobjetos se guardaron a 4°C hasta

su revisién en microscopio de fluorescencia (Anexo 3, Punto 1).

2. IF directa rapida: Segun las instrucciones del proveedor del sistema comercial D*®-

FastPoint® L-DFA Respiratory Virus Identification kit (Hybrid Diagnostics®) la muestra de
ANF se resuspendio en 3-5 ml de PBS (preparado a partir del PBS 40x del kit), por
agitacion, se retiraron las mucosidades no disueltas y se centrifugé a 327 g durante 10
minutos en centrifuga Hanshin®. El sedimento se resuspendié en 200 ul de PBS y 70 ul de
la suspension se colocé en cada uno de los 3 tubos Eppendorf® marcados con las siglas:
A/B (FLU A y B), R/M (VRS y MPVh) y P/A (PiV y AdV). Se agregaron 2 gotas de
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reactivo D FastPoint® a cada tubo correspondiente, se mezclaron por vortex y se incubaron
a 37 °C durante 5 minutos en termoblock. Después se agrego 1.5 ml de PBS 1x a cada tubo,
se centrifugd por 2 minutos a 214 g en centrifuga Heraeus®, se eliminé el PBS mediante
una inversion suave del tubo y se secaron en papel absorbente. Se agregaron 20 ul de
solucidén de resuspension a cada tubo, para romper el sedimento celular. En los canales de
cada portaobjeto del sistema comercial debidamente identificado (N° y tipo de muestra,
fecha) se depositaron 20 ul del respectivo tubo y se observaron en el microscopio de

fluorescencia con un aumento de 20x (Anexo 3, Punto 2).

3. TR-RCP multiplex: Se realiz6é extraccion de DNA/RNA y TR-RCP en tiempo real
mediante el sistema comercial multiplex de Virus Respiratorios, ARVI Screen Real-TM®,
(Sacace Biotechnologies®) que permite detectar AdV, BoVh, VRS, MPVh, PiV 1-4, RVhy
CoVh tipos NL63, 229E, HKU-1 y OC-43. Ademas se detectd virus FLU A 'y B con el kit

influenza A, B Real-TM® (Sacace Biotechnologies®).

3.1 Protocolo de extraccion: Las muestras guardadas a -80°C se descongelaron
rapidamente. Aquellas con exceso de mucus, previamente se trataron con DTT 0,3% plv,
agregando un volumen proporcional a la cantidad de muestra a tratar, incubando por 1 hora
a 37 °C en calefactor y extrayendo una alicuota de 1,8 ml. Para la extraccion, en cada tubo
se incubaron 450 ul de solucidn de lisis y 10 ul de control interno (IC) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se agregaron 100 ul de muestra y de Control Negativo al tubo
respectivo, se mezclaron en vortex y se centrifugaron durante 1 minuto a 13.684 g en
centrifuga Heraeus®. Se transfirio el sobrenadante, se agregé 25 ul de Sorbent®, se incubd
durante 10 minutos a temperatura ambiente, mezclando cada 2 minutos, y se centrifugo 1
minuto a 13.684 g en centrifuga Heraeus®. Luego se eliminé el sobrenadante y se agregé
400 ul de solucion de lavado, se mezcld en vortex y se centrifugdé 1 minuto a 13.684 g. Se
elimino el sobrenadante y se agregd 500 ul de etanol al 70%, se mezcld en vortex y se
centrifugd 1 minuto a 13.684 g. Se repitio el lavado con etanol y se agreg6é 400 ul de
acetona, mezclando por agitacion y se centrifugd 1 minuto a 13.684 g. Se elimino el
sobrenadante y se incubaron los tubos con tapa abierta 10 minutos a 60 °C. Se resuspendio

el sedimento con 50 ul de eluyente de RNA e incubaron los tubos 10 minutos a 60 °C,
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agitando cada 2 minutos en el vortex. Se centrifugaron por 2 minutos a 16.060 g y se

extrajo el sobrenadante sin remover el sedimento.

3.2  TR-RCP Panel Viral e influenza Ay B: Se prepar6 un tubo RT mix®, com(n para
el sistema comercial de Panel Viral y de FLU, agregando 5 ul de RT-G-mix1® y 6 ul de
MMLV® a la mezcla. Se incubé 30 minutos a 37°C con 20 ul de muestra previamente
centrifugada 2 minutos a 13.684g. Posteriormente, y modificando la proporcion de
volimenes muestra: solucién TE® de 1:2 propuesta en el sistema, Se prepar una muestra
sin solucion y otra con una proporciéon 1:1, para comprobar si existen cambios en la
deteccién viral en las muestras que tuvieron resultados discordantes con Luminex®, para
finalmente almacenar estos DNAc a -80 °C. De las 26 muestras analizadas, en 7 se
confirmo la deteccion de RVh, en 2 Flu B, en 1 PiV 1 en 1 AdV, aumentando de 45 casos
iniciales (39,8%) a 56 (49,6%) (Tabla 2).
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Tabla 2: Deteccion de virus respiratorios por TR-RCP en casos con deteccion discordante por Luminex® (26

casos), utilizando distintas proporciones de volumen de solucién TE, en adultos con NAC.

Resul 2° Resul 2°
. Resultado MFI tado Cl tubo esultado Cl tubo
Paciente . TR-RCPtr TR-RCPtr e
Luminex detectado concentrado _ diluido
concentrado diluido

CAP-2 FLU A H3 349 Negativo - negativo 26,71

CAP-5 PiV 3 202 Negativo 22,89 negativo 25,47

CAP-7 AdV 285,5 Negativo 27,33 negativo 25,53
CAP-10 RVh 434,5 Negativo - positivo (30,72) -
CAP-18 CoVh OC43 3578,5 Negativo - negativo -
CAP-19 RVh 342 Negativo - negativo 22,66
CAP-24 FLUB 3646 Negativo - positivo (27,56) -
CAP-25 RVh 676 Negativo - positivo (30,07) -
CAP-27 FLUB/RVh 35455/451 rr‘;%'“;tt'l‘\’/ ‘(’)/ - 1o, gg)sl'rf;‘g;ﬁvo 29,12/-
CAP-28 PiV 1 955 Negativo 21,33 positivo (26,1) 23,11
CAP-33 RVh 457 Negativo 24,15 negativo 28,3
CAP-34 RVh 320,5 Negativo - negativo 23,13
CAP-53 RVh 2953 Negativo - positivo (28,24) -
CAP-57 CoVh NL63 207 Negativo 21,29 negativo 22,93
CAP-58 PiVv 4 2341 Negativo 24,91 negativo 28,45
CAP-65 FLU A H3 590 Negativo 22,56 negativo 27,07
CAP-73 RVh 2361 n/r - positivo (26,7) -
CAP-74  FLU AHIN1 868 Negativo - negativo 26,31
CAP-87 AdV 430 nr - positivo (29,28) -
CAP-91 RVh 2572 nir - positivo (18,9) 23,1
CAP-97 RVh 336 nr - negativo 24,61
CAP-98 RVh 609 nir - negativo 22,65
CAP-106 RVh 548 nr - negativo 25,94
CAP-108 RVh 307 nir - negativo 26,24
CAP-110 RVh 383,5 nir - positivo (30,43) -
CAP-111 RVh 547,5 nir - positivo (29,95) 23,23

n/r = no realizado

Para la RCP, se mezclaron 10 pl de PCR-mix-1%, 5ul de PCR-mix-2-FRT® y 0.5 ul de
TaqF polimerasa®. Se agregaron 15 ul de esta mezcla y 10 pl de cada muestra a cada tubo.
En cada corrida se incluyeron 6 controles positivos por mix-1 del Panel Viral, 2 controles
positivos del sistema FLU A/B, uno por cada tipo de FLU, y uno negativo. La RCP se
realizd en un termociclador Rotor Gene® con los parametros sefialados en el Anexo 4
(Figura 3).
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Figura 3: Curva de fluorescencia y C, de la RCP en tiempo real de un adulto con NAC positivo para VRS.
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44114 Control negativoe NEG [NTC)
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4. Luminex®: Mediante TR-RCP e hibridacién de microesferas con el sistema comercial
XTAG® RVP (Respiratory Viral Panel) FAST v2 y el sistema de deteccién Luminex®
XxMAP® Millipore Analyzer se detecté VRS, MPVh, RVh/enterovirus, PiV 1-4, CoVh tipos
NL63, 229E, HKU-1 y OC-43, AdV, BoVh, FLU A tipo H1, H3 y H1IN1 cepa 2009 y FLU
B.

4.1 TR-RCP: Se utilizaron 2 controles, uno de procedimiento (DNA de lambda) y uno
negativo. En un tubo se prepard la mezcla maestra agregando los reactivos, segin se
describe en el Anexo 5, punto 1, y se agregd 10 ul de ella a los 10 pl de cada muestra. Se
aplico en un termociclador precalentado (50 °C) el programa de temperatura explicado en

el Anexo 5, punto 2, y posteriormente se guardaron los tubos a 4°C.

4.2 Preparacion de indicadores e hibridacion de esferas: Para 96 reacciones, 120 ul
de la solucién xTAG® 0.22 SAPE se diluyeron con 8.8 ml del tampén informante XTAG®
RVP FAST v2, agitando la dilucién 10 segundos protegido de la luz. La mezcla de
microesferas para xTAG® RVP FAST v2 se agité y se sometié a ultrasonido 10 segundos; a
cada pozo se afiadieron 20 pl de esta mezcla, 2 pl del producto de la RT-RCP y 75 ul de la
solucién informante mezclando suavemente. La placa se cubrié con Microseal® y se colocé
en el termociclador a 45°C 20 minutos. Luego se aplicé el programa, Luminex®

XPONENT® y se analizaron los resultados con el programa TDAS RVP FAST® (Anexo 5).

5.- Analisis estadistico: Para el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism®,

aplicando la prueba Z para el anélisis de valores cualitativos (proporciones), la pruebas t
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para valores cuantitativos y la prueba de correlacion de Pearson para el analisis de MFI v/s
Ct, considerando significativas las diferencias con p < 0,05. Para determinar la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos y coeficiente Kappa de la IF clasica y Luminex® respecto
a la TR-RCP se utilizaron tablas de 2x2. Se realizaron curvas ROC (Caracteristica de
operacion del receptor, en ingles Receiver Operating Characteristic) para IF clasica,
Luminex® y las detecciones por virus asociadas a cada técnica, calculando ademas el area
bajo la curva (AUC, en inglés area under curve) de cada una, utilizando también GraphPad

Prism®.
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RESULTADOS

En esta tesis se enrolaron 113 pacientes entre julio de 2012 y enero de 2014, con edades
entre los 20 y 92 arfios, de los cuales 69 (61,1%) son hombres. La procedencia de los
pacientes fue la siguiente: 57 (50,4%) fueron del Hospital Lucio Cérdova, 54 (47,8%) del
Hospital Clinico de la U. de Chile y 2 (1,8%) de la Clinica Santa Maria. Los meses de
Julio-Agosto de 2013 fueron los de mayor cantidad de pacientes enrolados con 25 casos
(22,1%; Figura 4). Con respecto a las muestras respiratorias, en 19 (16,8%) pacientes solo
se obtuvo ANF, 36 (31,9%) solo TNF y en 58 (51,3%) ambos tipos de muestra.

Figura 4: Distribucidn bimensual del enrolamiento de los adultos con NAC entre Julio de 2012 y Enero de
2014,
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1.- Inmunofluorescencia (I1F):
Se realizo IF clasica a 105 muestras (92,9%), disponiéndose sélo de ANF en 43 (41%)

pacientes, solo de TNF en 39 (37,1%) y con ambos tipos de muestra en 23 (21,9%) casos.

En 3 enfermos se detectaron virus (2,9%, p=0,3), correspondiendo a 2 casos de FLU (1,9%)
y uno (1%) de VRS. Los 3 casos positivos fueron detectados en ANF y solo 2 en TNF,
porgue no se dispuso este tipo de muestra en un caso de FLU. Se observo un alto contenido
celular en 38 de los 67 ANF (56,7%) y en 22 de los 62 TNF (35,5%) (p=0,02), siendo mas
frecuente encontrar una muestra con una alta celularidad entre los ANF que en los TNF.
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La IF rapida se realiz6 en 33 (29,2%) ANF, todos negativos, por lo que no se continué con
su realizacion. Hubo un mayor contenido celular en los frotis de estos ANF preparados para
la IF clésica que la rapida (19/33, 57,6% versus 2/33, 6,1%, p=0).

2.- TR-RCP multiplex:
Se detectaron 60 casos positivos de los 113 enrolados (53,1%) con 64 (47,4%) detecciones

de un total de 135, considerando la IF clasica/rapida, TR-RCP y Luminex® (Figura 5).

Figura 5: Detecciones virales, realizadas por la TR-RCP multiplex en tiempo real, de los 113 adultos con
NAC.

37,2% YA R
(46,9%) N _ ) . Positivas para 1 solo virus

i Coinfeccion con S. pneumoniae
M Coinfeccion viral
W Casos negativos

14
4 (3,5%) (12,4%)
L Y J
60 (53,1%)
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a) Casos detectados con un solo virus, coinfecciones virales, con S. pneumoniae y negativas.
b) Detecciones por virus.
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Se compard la deteccién viral entre ANF y TNF en 58 muestras, detectando 34 casos
(58,6%) positivos en ANF y 30 (51,7%) en TNF (p=0,4). En TNF se encontraron 4 RVh
(6,9%) no detectados en ANF. Sin embargo, en TNF no se detectaron: 5 RVh (8,6%), 1
FLU A (1,7%), 1 AdV (1,7%) y 2 coinfecciones (3,4%), un AdV/RVh y un RVh/PiV 1
(Tabla 3). Este hallazgo aumentd la cantidad de casos positivos de 56 (49,6%) a 60
(53,1%) y el total de RVh de 33 (29,2%) a 37 (32,7%).

Tabla 3: Detecciones de virus respiratorios por la técnica de TR-RCP, ANF y TNF de en 58 adultos con
NAC.

Deteccidn segun tipo de muestra

Virus detectado

ANF+TNF-  ANF-/TNF+  ANF+TNF+ detgf;égnes
VRS 0 0 2 2
AdV 2 0 ! 3
piV 1 0 0 !
RVh 7 4 15 26
FLU A/B 1 0 8 ?
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3.- Luminex®:

En los 113 pacientes estudiados, se obtuvieron 60 casos positivos (53,1%) con un total de
68 (50,4%) detecciones de 135 (Figura 6).

Figura 6: Detecciones virales, realizadas por Luminex®, de los 113 adultos con NAC.
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a) Casos detectados con un solo virus, coinfecciones virales, con S. pneumoniae y negativas.
b) Detecciones por virus.

4.- Rendimiento de la IF clasica/rapida v Luminex®: Considerando las muestras

analizadas tanto por TR-RCP como Luminex® el rendimiento fue similar en ambas
técnicas: 56 (49,6%) vs 60 (53,1%) de 113 casos estudiados (p=0,6) y significativamente
superior al de la IF clasica y rapida: 3/105 (2,9%) y 0/33 (p=0). El rendimiento para el total
de virus detectados fue similar entre RT-RCP (60/131, 45,8%) y Luminex® (68/131, 51,9%,
p=0,2) y superior al de la IF clésica (3/131, 2,3%, p=0) (Tabla 4).
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Tabla 4: Detecciones virales totales obtenidos por las técnicas de IF rapida, IF clasica, TR-RCP y Luminex®

en adultos con NAC.

Valor p*
Casos positivos/Detecciones virales

Casos Casos Detecciones
Técnica analizados positivos/Casos virales/ 131
analizados (%0) (%)

IF rapida IF clasica RT-RCP

IF rapida 33 0 0

IF clasica 105 3(2,9%) 3(2,3%) 0,3/0,08

TR-RCP 113 56 (49,6%) 60 (45,8%) 0/0

Luminex® 113 60 (53,1%) 68 (51,9%) 0/0 0/0 0,6/0,2
TOTAL 113 68 (60,2%) 131 (100%)

*p calculado con la prueba Z, considerando un p < 0.05 como significativo

La TR-RCP y Luminex® detectaron la misma cantidad de casos de VRS (5) y de MPVh (2).
La RT-RCP detectdé més casos de AdV que Luminex® (5 vs 4). Sin embargo, Luminex®
detecté més pacientes con PiV 1-4 (3 vs 1), FLU A/B (16 vs 14), RVh (36 vs 33) y los
Unicos casos de CoVh NL63 y OC-43 (2 vs 0). No se pesquisaron BoVh, VRS tipo B, FLU

H1, PiV 2y CoV HKU-1y 229E mediante estas técnicas (Figura 5).

Figura 7: Detecciones de virus respiratorios por las técnicas de IF clasica, TR-RCP y Luminex® en 113

adultos con NAC.
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Considerando al total de casos estudiados y a la TR-RCP como método de referencia, se
calculo la sensibilidad, especificidad, valor predictivo (VP) positivo y negativo y el
coeficiente de concordancia kappa para Luminex® y la IF clasica, considerando el total de
casos positivos, total de detecciones virales y por virus. Luminex® obtuvo una sensibilidad
del 89,3%, especificidad de 82,5%, VP positivos de 83,3%, VP negativos de 88,7% y
coeficiente k de 0,7. Estos valores bajan, cuando analizamos el total de detecciones virales
(Tabla 5). Los analisis por virus mostraron una sensibilidad variable entre 100% y 60%,
una especificidad entre 100% y 89%, VP positivos entre 100% y 33%, VP negativos entre
100% y 92% vy coeficiente k entre 1 y 0,5, siendo VRS y MPVh los que presentan los

mayores valores de estos parametros.

Tabla 5: Sensibilidad, especificidad, VP y coeficiente kappa, de Luminex®, en comparacion con la TR-RCP,

para el total de casos positivos (n=113), detecciones totales (n=131) y por virus en 113 adultos con NAC.

Luminex\ _ Sensibilidad  Especificidad pr)e/dailcotgvo pr)e/dailcotgvo Coeficiente
TR-PCR (referencia) CH) (%) positivo (%) negativo (%) K
Casos positivos 89,3% 82,5% 83,3% 88,7% 0,7
Deteccion viral total 85% 73,4% 75% 83,9% 0,6
Deteccion de AdV 60% 99% 75% 98% 0,7
Deteccion de VRS 100% 100% 100% 100% 1
Deteccién de MPVh 100% 100% 100% 100% 1
Deteccion de PiV 100% 98% 33% 100% 0,5
Deteccion de RVh 82% 89% 75% 92% 0,7
Deteccion de FLU 93% 97% 81% 99% 0,8

La IF clasica, en comparacién con la TR-RCP, presentd una sensibilidad del 11,5%,
especificidad y VP positivo del 100%, VP negativo de 77,7% y coeficiente « de 0,2 para la
deteccion de casos positivos. Si analizamos estos valores para la deteccion total de virus,
todos bajan, excepto la especificidad y VP positivo. Para la deteccion por virus la
sensibilidad varia entre 20% y 12,5%, la especificidad y VP positivos son del 100%, VP
negativos entre 96,2% y 86,4% y coeficiente k entre 0,3 y 0,2 (Tabla 6).
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Tabla 6: Sensibilidad, especificidad, VP y coeficiente kappa, de la IF clasica, en comparacién con la TR-

RCP, para el total de casos positivos (n=105), detecciones totales (n=131) y por virus en 113 adultos con
NAC.

IF clasica\ Sensibilidad  Especificidad Va_lq Va.IOT Coeficiente
TR-PCR (referencia) (%) (%) pg;?t?\'/%t'(\éz) nsg:gif ; Izlo?o) K
Casos positivos 11,5% 100% 100% 77,7% 0,2
Deteccion viral total 5,1% 100% 100% 48,6% 0,1
Deteccién de VRS 20% 100% 100% 96,2% 0,3
Deteccion de FLU 12,5% 100% 100% 86,4% 0,2

5. Andlisis MFI vs C;: Para el total de casos virales positivos coincidentes de la TR-RCP y

Luminex®, el ciclo umbral de deteccién de la TR-RCP (Cy) se correlaciond en forma
inversa significativamente (p<0,0001) con la intensidad de fluorescencia media (MFI)
determinada por Luminex®. Este comportamiento fue similar en las deteccién de RVh,
siendo inversamente proporcional (p<0,0001). Sin embargo, la relacion no fue significativa
para el virus FLU A (p=0,3, Figura 6). Esta comparacién no se realizd con los otros virus

por el bajo nimero de detecciones.
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Figura 8: Correlacion entre la intensidad de fluorescencia media (MFI) de Luminex® y ciclo umbral de
deteccidn (C,) de la TR-RCP en detecciones coincidentes para el total de virus, para RVh y FLU A en adultos
con NAC.
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a) Deteccion positiva coincidente para ambas técnicas, b) Deteccidn coincidente para RVh y ¢) Deteccién
coincidente para FLU A.
*p obtenido con la prueba de correlacién de Pearson, considerando significativo un p<0,05.

6.- Curvas ROC: También se realizaron analisis de concordancia y eficiencia diagnostica

de las técnicas de Luminex® e IF clasica con respecto a la TR-RCP, graficando la
sensibilidad y 1-especificidad en una curva ROC y calculando el area bajo la curva (AUC),
para las detecciones por paciente, total de detecciones virales y por blanco viral (Tabla 7,
Figura 7). La técnica de Luminex® obtuvo valores de AUC entre 0,79 y 1, presentando
gran eficiencia diagndstica. Por el contrario, la IF clasica obtuvo valores de AUC entre 0,51
y 0,53, valores bajos y cercanos al limite de no-discriminacion, debido a que sus valores de
sensibilidad son bajos (5,1% — 13%).
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Tabla 7: Sensibilidad, 1-especificidad y area bajo la curva (AUC) para el total de casos, deteccién total y por

cada virus para las técnicas de IF clasica y Luminex®, respecto de la TR-RCP, en adultos con NAC.

Técnica Parametro calculado Sensibilidad 1 - Especificidad

Luminex® Casos positivos 0,89 0,18 0,86
Deteccidn viral total 0,85 0,27 0,79
Deteccion de AdV 0,6 0,01 0,8

Deteccidn de VRS 1 0 1

Deteccion de MPVh 1 0 1
Deteccidn de PiV 1 0,02 0,99
Deteccidn de RVh 0,82 0,11 0,86
Deteccion de FLU 0,93 0,03 0,95
IF clasica Casos positivos 0,12 0 0,53
Deteccidn viral total 0,05 0 0,51
Deteccion de VRS 0,2 0 0,55
Deteccion de FLU 0,13 0 0,53
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Sensibilidad

Sensibilidad

Figura 9: Curva ROC para la deteccidn de casos positivos, del total de detecciones y por cada virus de las
técnicas de Luminex® e IF clasica, en referencia a la TR-RCP, en adultos con NAC.
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a) Parametros analizados para las detecciones por la técnica Luminex®, respecto de la TR-RCP.
b) Parametros analizados para las detecciones por la técnica IF clésica, respecto de la TR-RCP.
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7.- Analisis de datos demograficos: Se compararon los datos obtenidos de la ficha clinica
aplicada a cada paciente enrolado, agrupados en 4 categorias: a) Datos demograficos y
antecedentes médicos; b) Condicidn de ingreso; ¢) Pardmetros de laboratorio y evaluacién
radioldgica y d) Tratamiento y evolucion (Anexo 6).

Comparando los pacientes con y sin deteccién viral, mediante TR-RCP y/o Luminex®, solo
fueron significativamente diferentes la mayor edad (mediana: 68 vs 59; rango: 20-92 vs 21-
89; p=0,03), el nimero de casos con patron intersticial en la radiografia de térax (15 vs 3;
p=0,03) y la cantidad de pacientes con tratamiento inadecuado (6 vs 0; p=0,04) entre los
adultos con deteccion de virus respecto de los sin deteccion. Por el contrario, en los
pacientes sin deteccidn viral fueron significativamente superiores la temperatura corporal
(mediana: 36,3°C vs 37,2°C; rango: 35,5°C — 40°C y 35,4°C — 41°C; p=0,03), los niveles
sanguineos de proteina C reactiva (PCR) (mediana: 134 mg/dl vs 198 mg/dl; rango: 5,9
mg/dl — 552 mg/dl y 14,5 mg/dl — 626 mg/dl; p=0,02), el nimero de fumadores (13 vs 19;
p=0,008) y los casos con mayor compromiso lobular en el pulmon derecho (18 vs 21;
p=0,03) (Figura 8).
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Figura 10: Pardmetros demograficos, clinicos y de evolucion significativamente diferentes entre 68 adultos

con NAC y deteccion viral y 45 sin deteccién por las técnicas de TR-RCP y/o Luminex®.
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a) Parametros cualitativos, analizados con la prueba Z considerando como significativo un p < 0,05.
b) Pardmetros cuantitativos, graficados con mediana y rango (su color corresponde al eje Y correspondiente),

y analizados con la prueba t considerando como significativo un p < 0,05.
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Entre los adultos con virus detectados por TR-RCP, el niumero de casos enrolados por el
Hospital Lucio Cordova (36 vs 21; p=0,03) y con patron intersticial en la radiografia de
torax (14 vs 4; p=0,02) fue significativamente mayor que entre los sin deteccion viral. Por
el contrario, en estos Ultimos se encontrd significativamente mayor cantidad de pacientes
enrolados en el HCUCH (23 vs 31; p=0,03), de fumadores (12 vs 20; p=0,04), con patron
de condensacion en la radiografia de térax (35 vs 41; p=0,03), con derrame pleural (3 vs 12;
p=0,006) y no complicado (0 vs 7; p=0,004) y con tratamiento antibiotico previo al
enrolamiento (7 vs 14; p=0,04). También fue mayor la temperatura corporal (mediana:
36,3°C vs 37,2°C; rango: 35,5°C — 40°C y 35,4°C — 41°C; p=0,048) y las concentraciones
de Proteina C reactiva (mediana: 132 mg/dl vs 191 mg/dl; rango: 5,9 mg/dl — 552 mg/dl y
14,5 mg/dl — 626 mg/dl; p=0,03), (Figura 9).
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Figura 11: Pardmetros demograficos, clinicos y de evolucién con diferencias significativas para 60 adultos

con NAC con y deteccion viral y 53 sin deteccion por la técnica de TR-RCP.
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a) Parametros cualitativos, analizados con la prueba Z considerando como significativo un p < 0,05.
b) Parametros cuantitativos, graficados con mediana y rango (su color corresponde al eje Y correspondiente),

y analizados con la prueba t considerando como significativo un p < 0,05.
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Segln la deteccién por Luminex®, los adultos con virus eran de mayor edad (mediana: 68
vs 59; rango: 20 — 92 y 21 — 89; p=0,03) y mayor proporcién presentaban antecedentes de
hipertension arterial (23 vs 10; p=0,02) y de diabetes (15 vs 5; p=0,03) que los pacientes sin
deteccion viral. En estos, se encontro significativamente un mayor nimero de fumadores
(11 vs 21; p=0,01) y de casos con tratamiento antibidtico previo (7 vs 14; p=0,04) (Figura
10).

Figura 12: Parametros demograficos, clinicos y de evolucion con diferencias significativas para 60 adultos
con NAC y deteccion viral y 53 sin deteccién por la técnica de Luminex®.
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a) Parametros cualitativos, analizados con la prueba Z considerando significativo un p < 0,05.
b) Pardmetros cuantitativos, graficados con mediana y rango, y analizados con la prueba t considerando
significativo un p < 0,05.
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No se encontraron diferencias significativas en los parametros clinicos entre los casos
positivos por Luminex® o TR-RCP, porque en 52 de los 60 pacientes (86,7%) coincidio la

deteccion viral por ambas técnicas.

4.-Analizar las ventajas y desventajas de las 3 metodologias en relacién a su

implementacion, manejo, costo y rapidez en un laboratorio de diagndstico.

Se analizaron los parametros de costo, manejo e implementacion de las técnicas,
encontrdndose que la IF clasica es la técnica de menor costo en equipos Yy reactivos, pero
también de nimero de muestras y blancos virales analizados simultdneamente. Por el
contrario, Luminex® es la técnica mas costosa, pero la que analiza el mayor nimero de
muestras y blancos virales al mismo tiempo. Luminex® y la TR-RCP tienen un mayor
tiempo vy dificultad en la ejecucion de la técnica comparado al de la IF. Sin embargo, el
tiempo destinado a la observacion del resultado y su interpretacion es mayor en la IF que en
la TR-RCP y Luminex®, siendo operador dependiente, por lo que existe un componente
subjetivo. (Tabla 8).

Tabla 8: Analisis de factores que influyen en la implementacién de las técnicas de IF, TR-RCP y Luminex®.

Costos de reactivos y fungibles por $1.800 $110.000 $197.000.
muestra*

Costo de los equipos* $6.260.000 +IVA $9.000.000 + IVA $40.000.000 + IVA
Tiempo de ejecucion** 2 horas 5 horas 6 horas
Tiempo para analisis** 30 min 5 min 5 min

, . 3 muestras (rotor 36 21 muestras (tope 94
Namero de_mues’tras estudiadas 10 muestras ( (top
simultaneas tubos) muestras)
Espacio de implementacion 2 habitaciones 3 habitaciones 3 habitaciones
Dificultad en el manejo Facil Medio Medio
Dificultad en anélisis Medio Facil Facil
Nuamero de blancos virales a detectar 5 12 18
simultaneamente (considerando subtipos)

*Costo aproximado
**Tiempo aproximado
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Si establecemos un sistema de puntajes para cada parametro antes mencionado, el cual se

califica de 1 a 5, siendo 1 el valor éptimo para cada parametro y 5 el valor menos deseado,

se considera para cada parametro la siguiente tabulacion:

a)

Costo total aproximado de equipos y examenes por paciente: 1 es menor costo; 5,
mayor costo.

Tiempo estimado de ejecucidn: 1es menor tiempo; 5, mayor tiempo.

Tiempo estimado de analisis: 1 es menor tiempo; 5, mayor tiempo.

Numero de muestras analizadas por corrida: 1 es mayor numero; 5, menor nimero.
Dificultad de manejo: 1 es menor dificultad; 5, mayor dificultad.

Dificultad de analisis: 1 es menor dificultad; 5, mayor dificultad.

NUmero de virus analizados simultdneamente: 1 es mayor cantidad; 5, menor
cantidad.

Rendimiento general en la deteccién viral en adultos: 1 es mayor rendimiento; 5,

menor rendimiento.

Los puntajes obtenidos por las distintas técnicas se adjuntan en la Tabla 9.

Tabla 9: Tabulacién de los parametros que influyen en la implementacién de las técnicas de IF, TR-RCP

y Luminex® en la deteccién de virus respiratorios en adultos con NAC.

- Pardmetro  |IFcldsica @ TR-RCP  Luminex®

a) 1 4 5
b) 2 4 5
0) 3 2 1
d) 5 5 1
e) 2 4 4
f) 5 2 1
)] 5 2 1
h) 5 1 1

Puntaje final (Media) 3,5 3 2,4

De

este analisis se obtiene que Luminex® es la técnica mas adecuada y la IF clasica la

menos recomendable para la deteccion de viral en adultos con NAC.
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DISCUSION

1.- Deteccidn viral en adultos con NAC.

De los 113 pacientes enrolados en esta tesis, considerando las 3 técnicas, se detecto virus en
el 53,1% de los casos, coincidiendo con publicaciones de los ultimos afios en la importancia
y alta prevalencia de los virus respiratorios en adultos con NAC, que aunque solo
consideraban infeccion por VRS y FLU, alcanzan un 10-30% de prevalencia (3, 18, 20, 23).
Lo anterior enfatiza la importancia de identificar los agentes etiolgicos involucrados en el
proceso de la NAC, lo que podria determinar un cambio en el tratamiento y evolucion del
paciente, segun el agente infectado, y la necesidad de incluir a estos agentes virales en la
guia clinica del MINSAL, puesto que la ultima version del 2011 (1) solo considera la
presencia y uso de tratamiento antibacteriano contra Streptococcus pneumoniae o
Mycoplasma pneumoniae como parte del algoritmo de tratamiento ambulatorio en adultos

con neumonia.

2.- Epidemiologia de las detecciones virales en adultos con NAC.

La deteccion de virus en pacientes con infecciones respiratorias permite conocer el
comportamiento estacional de los virus respiratorios circulantes en Santiago. Los casos con
FLU A (9,7%) detectados fueron menores a los reportados por el MINSAL en el mismo
periodo (13,3%) (32, 33), siendo FLU A H3N2 el més frecuente, acompafiado de un alza de
FLU A HIN1 pandémica 2009 en 2013, aunque estos coincidieron en los meses de
invierno, tanto en 2012 como 2013. En el caso de FLU B, este coincidid tanto en frecuencia
(5,3% vs 5%) y en su mayor deteccion durante la primavera de ambos afios. Las
detecciones de RVh (32,7%) fueron mayores a las de FLU y VRS y durante todo el afio,
concentrandose en invierno y primavera, tal como se describe en la literatura (10). Las
detecciones de VRS (4,4%) fueron mucho menores a las de FLU A y a las reportadas
(61,1%) (33), coincidiendo en la época invernal (julio-agosto), mas no en los meses de

mayor aumento reportado (junio-julio).

Aunque el numero de casos positivos para los otros virus es pequefio para establecer un

comportamiento general de la infeccion durante el periodo 2012-2013, observamos que la
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baja deteccion de MPVh (1,8%) y estacionalidad primaveral coincidio con los informes
epidemioldgicos (4,5%) (32, 33). La deteccion de PiV (2,7%) fue baja comparada con la de
los informes (19%), pero coincidente en los meses de invierno; ademas, un caso de PiV 1
fue detectado fuera del invierno 2012, pero segun los informes, esta deteccion coincide con
un periodo de alza entre octubre y noviembre (33). AdV (4,4%) fue mayormente detectado
en invierno y en similar porcentaje a los informes (6,9%) (33). Los 2 casos de CoVh (1,8%)

fueron encontrados en invierno, como lo describié Gaunt et al (16).

BoVh no fue detectado en los pacientes estudiados, lo que difiere del 21,8% de frecuencia
encontrado en estudios nacionales. Esto se podria explicar porque estos trabajos incluyeron
a niflos menores de 5 afios (34, 35), siendo este el primer estudio conocido en adultos en
nuestro pais. Sin embargo, en otros paises se ha reportado la presencia de BoVh en adultos.
Fry et al (36) reporta 5 (0,42%) casos infectados con BoVh de 1168 adultos con neumonia
en Tailandia; a su vez, Liu et al (37) reporta 4 (0,39%) casos de 1014 adultos con
enfermedades respiratorias agudas en el sur de China con infeccién de BoVh, siendo las
cifras en ambas publicaciones mucho menores a los casos detectados en nifios (4,1% y
3,4% respectivamente), sobre todo en los menores de 5 afios. La baja frecuencia detectada
en estas publicaciones explicaria la ausencia de deteccion de este virus en nuestra cohorte,
porque siendo muy poco frecuente en adultos, es muy improbable detectar algin caso en

nuestro pequefio grupo de estudio.

3.- Rendimiento de Luminex®en la deteccién de virus respiratorios en adultos con NAC.

Luminex®, técnica que combina TR-RCP multiplex con un sistema de deteccién semejante
a un citometro de flujo, presenté un rendimiento (53,1%) similar al de la TR-RCP en la
deteccidn de casos virales y una sensibilidad (89,3%) en el rango de lo descrito, los cuales
varian de un 78,8% a un 91,2% cuando lo comparamos con la TR-RCP convencional o en
tiempo real (30, 38). También se enmarca en el rango de sensibilidad (84,4% al 90,6%)
informado para otras técnicas que conjugan amplificacion por TR-RCP y un método de
deteccidon adicional, como marcacién enzimatica con isoguanina/5-metil-isocitidina,
suspension del producto de TR-RCP en microarrays o en celdas de proceso usando
microfluidos (39-41).
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La especificidad de Luminex® de 82,5% fue menor a la referida en la literatura respecto a la
TR-RCP convencional o tiempo real (97,3% - 99,9%) (30, 38) y a las otras metodologias
(99,6% - 99,7%) (39-41). Esto podria explicarse porque fue el Unico método que detectd
CoVh y PiV, posiblemente por el uso de partidores méas apropiados a los utilizados en la
TR-RCP. También contribuiria la pesquisa de los 2 casos de FLU A que no fueron
detectados por la TR-RCP pero que fueron corroborados por resultados obtenidos en el
Hospital Clinico U. de Chile, aplicando TR-RCP convencional en un tipo de muestra
obtenida previamente a la recibida en el laboratorio. La deteccién de Luminex® en estas
muestras, pese al uso previo de tratamiento antiviral, muestra la gran sensibilidad de este
método. La mayor deteccién de RVh por Luminex® podria explicarse porque detecta
indistintamente a RVh y enterovirus, siendo estos ultimos no pesquisados por la TR-RCP
usada en esta tesis, que estd disefiada para una deteccion especifica de RVh, lo que esta
descrito en la literatura (41, 42).

Los 3 casos de AdV detectados por TR-RCP y negativos por Luminex® presentaron altos C;
(>30), indicando una baja concentracion de genoma viral en las muestras. Este material
podria haberse perdido por la congelacién y descongelaciéon del extracto de RNA/DNA,
proceso necesario para reunir el nimero de muestras que permitiera aprovechar al maximo
el kit de Luminex® considerando su alto costo. Se han reportado en la literatura fallas en la
deteccion de AdV en un amplio rango de C;, posiblemente debido a la degradacion del
material genético por descongelaciones sucesivas o, en el caso de C; mas bajos, a la union
deficientes de los partidores asociados a ciertos subtipos de AdV, por ejemplo los serotipos
1, 2,5y 6 de la especie C. Dada la gran variabilidad de este virus, se sugiere incorporar en
el kit los partidores que permitan detectar los subtipos mas frecuentes observados en la

poblacion que se estudiara (30, 38, 41).

4.- Rendimiento de la IF rapida y clasica en la deteccidn de virus respiratorios en adultos
con NAC.

El bajo rendimiento del la IF répida, sin detectar casos positivos (aunque sus resultados
coincidieron con la negatividad encontrada por la IF clasica), determino la decision de no
seguir usandose en el proyecto. La menor celularidad observada en los frotis de los ANF
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usados para la IF rapida respecto a los de la IF clasica, debido al protocolo propuesto por el
fabricante, podria estar afectando el resultado final de esta técnica, lo que debiera

establecerse aplicando el mismo protocolo a ambas IF.

Con respecto a la IF clésica, su rendimiento (2,9%) y sensibilidad (11,5%) fueron muy
bajos, detectando solo 3 casos positivos, siendo consistente con la baja excrecién viral en
adultos sefialada en la literatura (25, 26). Por otro lado, las 3 detecciones virales por la IF
clasica fueron confirmadas tanto por la TR-RCP como por Luminex®, lo que podria sugerir
que en estos casos la excrecion viral era alta y por eso se pudieron detectar (C; entre 15,85y
24,13; MFI entre 470 y 2904). EIl ensayo de concentraciones de anticuerpos monoclonales
fue de utilidad para confirmar los casos positivos detectados por IF clasica; sin embargo, la
menor dilucién de anticuerpos no detectd6 una mayor cantidad de casos. En esta tesis se
demostré que en adultos la sensibilidad de la IF es considerablemente menor al 95%
informado en nifios (25,26), siendo superada por las técnicas moleculares y, por lo tanto,
aunque sea ampliamente usada en nuestros servicios de salud (25) es inapropiada para el

estudio viral respiratorio de rutina en adultos.

5.- TR-RCP en la deteccién de virus en adultos con NAC.

Durante el desarrollo de esta tesis, se efectuaron algunos cambios al protocolo de la TR-
RCP, como un aumento en el tiempo del programa de la RCP indicada por el proveedor, y
dilucion de la solucion TE como resultado de pruebas realizadas por nosotros para dilucidar
las discordancias entre esta técnica y Luminex®, aumentando el rendimiento de la RCP de
39,8% a 49,6%. Esto permitié identificar como verdaderos positivos a algunos resultados
de Luminex® que inicialmente no habfan sido corroborados por la RCP, como las
detecciones de CoVh y PiV 4 con altos MFI, y atribuir la falla en la deteccion por TR-RCP
a problemas en las secuencias usadas en los partidores. Esta experiencia demuestra la
importancia de un cuestionamiento constante a las técnicas que se utilizan en los
laboratorios de rutina, sobre todo al implementar sistemas comerciales nuevos, porque este

analisis puede ser vital al realizar el diagndstico virologico.
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Respecto a las otras discrepancias entre Luminex® y TR-RCP, como la mayor deteccién de
RVh, se podria explicar porque la primera pesquisa a RVh y enterovirus en conjunto, en
cambio la RCP amplifica especificamente a RVh. Los casos positivos solo por Luminex®
de CoVh y PiV 4, con altos MFI, podrian deberse a problemas en la construccion de los
partidores usados en la TR-RCP, determinando una menor sensibilidad de esta. En estos
casos, el analisis de los valores de MFI y C; y de la curva de fluorescencia pueden ayudar a
interpretar los resultados correctamente, considerando como verdaderos positivos aquellos

con altos MFI o bajos C; y con una clara curva ascendente de fluorescencia.

6.- Correlacion entre MFI de Luminex®y C; de la TR-RCP.

La correlacion entre la MFI determinada por Luminex® y el C; obtenido en la TR-RCP de
las muestras positivas coincidentes en la deteccion total de virus y en las de RVhy FLU A,
mostr6 que el MFI y C; son inversamente proporcionales para las detecciones totales y
RVh. Esto significa que mientras més alto el valor del MFI, méas bajo es el valor de C;, lo
que indicaria una mayor carga viral en la muestra, siendo esto reportado también por Rand
et al en 2011 (40). Relacionar el valor de MFI con la carga viral presente en la muestra,
podria ser utilizado para cuantificar la carga viral en las muestras analizadas mediante
Luminex®, aplicando una curva estandar. Esto debe ser comprobado con exhaustivos

analisis de utilidad y factibilidad.

Sin embargo, esta correlacion no solo no fue significativa para FLU A, probablemente por
el bajo nimero de muestras positivas, sino que mostro una tendencia a ser directamente
proporcional, lo que se explica por la deteccion de 2 genes diferentes en Luminex®. El
primero corresponde al gen de la proteina matriz y el segundo al gen de la proteina H, el
cual es variable para la deteccion de FLU H1, H3 y HIN1 p2009. En muchas de estas
detecciones, el valor del MFI para el gen matriz fue menor al del gen H, teniendo ademas
un C; bajo, lo que altera la relacion. Sin embargo, para este analisis que comprende todas

las FLU A, el uso del MFI del gen matriz es lo méas correcto a considerar.
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7.- Curva ROC para Luminex® e IF1 clésica.

Los analisis de curva ROC y AUC son ampliamente usados en clinica para evaluar el
desempefio de las técnicas diagndsticas en los laboratorios de rutina, porque evalGan tanto
su capacidad de pesquisar todos los casos positivos (sensibilidad) como de detectar los
verdaderamente positivos (1-especificidad). En referencia a la TR-RCP, Luminex® obtuvo
valores altos de AUC, clasificando su rendimiento como “bueno” respecto al total de
detecciones virales (AUC= 0,79) y de casos positivos (AUC=0,86) (43) y “excelente”
respecto a la deteccion de VRS y MPVh (AUC=1). Estos resultados ademas son
confirmados por el coeficiente kappa (), el cual califica la concordancia de Luminex® con
la TR-RCP como “moderada” a “perfecta” (0,5 a 1) (44) para las detecciones totales y de

“substancial” para los casos positivos (0,7).

Por el contrario, cuando comparamos la IF clasica a la TR-RCP, los valores de AUC (0,51
a 0,55) la califican como un método “malo” y por andlisis de coeficiente k, con “poca” o
“razonable” concordancia (0,1 a 0,3). Estos valores se explican por la baja sensibilidad de
la técnica, a pesar de tener una especificidad excelente (100% para todos los parametros).

8.- Deteccidn viral por TR-RCP e IFI clasica en ANF y TNF.

El rendimiento de la TR-RCP entre los ANF y TNF mostré una mayor deteccion de RVh
en los TNF, lo que concuerda con lo descrito en la literatura (10), puesto que la temperatura
nasal es Optima para su replicacion. En cambio, en los ANF, se detectaron otros virus como
FLU y AdV, no detectados en TNF porque son poco frecuentes en la zona alta del tracto
respiratorio, lo que también concuerda con lo descrito en la literatura (6-9, 11). Por lo
anterior, se debiera elegir el tipo de muestra a estudiar segun el agente viral que se necesite
pesquisar. Ademas la deteccion de RVh solo en muestras de TNF nos permite cuestionar su

participacion en el proceso de neumonia.

Con respecto al rendimiento de ambos tipos de muestra en la IF clasica, se encontré que los
ANF tuvieron una mayor celularidad que los TNF, siendo coincidente con publicaciones
mas antiguas, que consideraban al ANF como la muestra de mejor rendimiento para esta

técnica (25). Sin embargo, Jagus et al y Loeffelholz et al (24, 25) postulan que el TNF esta
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desplazando al ANF por su facilidad de obtencion y mejor rendimiento en la deteccion, no
siendo este el caso, aunque esto podria explicarse por errores en la toma de muestra de los
TNF. No es posible comparar el rendimiento de la IF en los dos tipos de muestra por el bajo
namero de casos positivos y porque solo se dispuso de un tipo de muestra en una de las 3

detecciones virales.

9.- Deteccidn viral y caracteristicas de los adultos con NAC.

Se ha descrito una mayor edad y antecedentes de hipertension y diabetes como factores de
co-morbilidad en pacientes con NAC (1). Referente a esto, se encontrd que los enfermos
con NAC vy deteccidn viral eran de mayor edad que los sin deteccidn; sin embargo, s6lo se
encontrd una significativa mayor frecuencia de antecedentes de hipertension y diabetes en
aquellos con deteccion viral respecto a los sin deteccion establecida por Luminex®. Este
hallazgo es dificil de explicar y podria deberse a algun factor desconocido que habria que

determinar.

La mayor frecuencia de patron de infiltrado intersticial en la radiografia de térax en los
casos con deteccion viral general y por TR-RCP concuerda con lo descrito en infecciones
virales, a diferencia de las infecciones bacterianas que generan condensacion pulmonar (45,
46). Esto, junto con derrame pleural no complicado, mayor temperatura corporal y niveles
sanguineos de proteina C, fue detectado con mayor frecuencia en los pacientes sin
deteccién viral por la TR-RCP, lo que concuerda con sintomas y parametros clinicos

clésicos de una infeccion bacteriana (47, 48).

El mayor nimero de pacientes con tratamiento inadecuado, definido por los médicos como
falta de respuesta del enfermo a la terapia antibidtica, entre aquellos con deteccién viral por
ambas técnicas, es concordante con una enfermedad probablemente causada por un virus.
Las recomendaciones de las guias clinicas (1) indican el uso de antibidticos como esquema
inicial de tratamiento, incluso previo a la hospitalizacion del paciente, y solo en casos de
infeccion viral tratable, como en los de FLU A/B, una vez confirmada su presencia se
cambia a un tratamiento antiviral. Esto refuerza la importancia del diagndstico del agente

involucrado en la NAC, no solamente por la aplicacion del tratamiento adecuado, sino que
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también se evita la generacion de bacterias multirresistentes por el uso indiscriminado de

antibioticos.

El mayor nimero de pacientes con deteccidn viral enrolados en el HLC y sin deteccion en
el HCUCH, detectados s6lo por la TR-RCP, se podria explicar por los dias de evolucién de
los casos al momento de la toma de muestra, puesto que algunos enfermos provenientes del
HCUCH tenian més de 7 dias de evolucion y/o estaban ya recibiendo tratamiento antiviral.
Ambos factores afectan directamente la deteccion del agente viral porque la carga viral en
la muestra disminuye por el antiviral o por la evolucion de la infeccion de mas de 7 dias,

disminuyendo la excrecidn viral en ambas situaciones.

También se encontrd6 un mayor numero de fumadores entre los pacientes sin deteccion
general, por TR-RCP y Luminex®, lo que puede explicarse por la disminucién en la
respuesta inmunoldgica pulmonar, contribuyendo a un aumento en el riesgo de neumonias
de origen bacteriano (49). También se encontré mayor compromiso en el pulmén derecho
en pacientes sin deteccion viral, debiéndose probablemente a la tendencia de las bacterias

en generar condensados en un solo pulmoén (50).

10.- Evaluacion comparativa entre Luminex®, TR-RCP e IF | clasica.

En el analisis de implementacion, Luminex® resultd ser la técnica mas costosa de las 3 ($60
millones aprox.); sin embargo, es la que permite detectar un mayor nimero de virus y de
pacientes simultdneamente, requiriendo un tiempo de proceso similar al de la TR-RCP (6
horas aprox.), sin sacrificar sensibilidad ni especificidad, reduciendo los costos de
implementacion y de cada ensayo mientras mayor sea su uso en el laboratorio. La IF clasica
es de menor costo, justificando su uso en nuestros hospitales, pero la cantidad de pacientes
y de virus analizados simultdneamente es considerablemente menor con respecto a las otras
técnicas. Ademas es poco sensible en adultos y necesita mas tiempo, al ser més dificil y
subjetivo el andlisis de los resultados, por lo que requiere personal entrenado. Mahony et al
(51) y Dundas et al (52) determinaron que no solo el desempefio de Luminex® era mayor al

de la IF, conjugada con aislamiento viral, sino que ademas poseia un menor costo de
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implementacion, porque su uso determina menores gastos asociados al tratamiento y

hospitalizacién de los pacientes.
11.- Proyecciones.

La aplicacion de la TR-RCP permitio un diagnostico réapido de infecciones virales
respiratorias en adultos con NAC, lo que en algunos casos determind el tratamiento
antiviral oportuno. Estas ventajas de la RCP, junto con el mayor rango de virus a detectar,
sensibilidad (25-27), rapidez y la mayor accesibilidad, indicarian la necesidad de
reemplazar al aislamiento viral por la RCP como técnica de referencia, tal como se aplico
en esta tesis. También en este estudio mostramos que la contribucion de la TR-RCP al
diagnostico en estos pacientes es importante por su alta sensibilidad y especificidad
comparada con otras técnicas mas clasicas, lo cual explica su masificacion en los centros de
salud de nuestro pais. Esta masificacion conlleva a la aparicion de nuevas marcas con
diferentes reactivos y protocolos, por lo que seria aconsejable en el futuro comparar con el
protocolo aplicado en esta tesis, el cual era el Unico disponible en Chile al inicio del

proyecto.

Finalmente, Luminex® podria convertirse en la técnica de deteccién de virus respiratorios
en adultos en el futuro, considerando su alta sensibilidad, especificidad y capacidad de
procesamiento, pero también de costos, siendo una técnica de alto rendimiento para un
laboratorio con un gran flujo de muestras. Una de las limitantes de este estudio fue la
cantidad de pacientes, siendo necesario ampliar el tamafio muestral, y comparar muestras
distintas y con otros métodos de TR-RCP. Una proyeccién de este trabajo seria la
generacion de un kit de Luminex® dirigido especificamente a la deteccién de agentes
respiratorios, lo que es posible porque esta técnica es abierta y permite la modificacion de
los distintos sistemas comerciales agregando patégenos involucrados en otras patologias

respiratorias.
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CONCLUSIONES

La alta frecuencia de virus respiratorios en adultos con NAC determina la necesidad

de incluir la deteccion de estos agentes en la rutina de un laboratorio de diagndstico.

El rendimiento de Luminex® fue alto y similar al de la TR-RCP en la deteccién de

virus respiratorios en adultos con NAC.

Por el mayor rendimiento y la mayor capacidad de deteccion de virus y pacientes
simultaneos, Luminex® es una técnica 6ptima para implementarse en un laboratorio
de rutina, para el diagndstico de virus respiratorios en adultos con NAC,
especialmente en aquellos con un alto flujo de muestras por su mayor costo y

tiempo de procesamiento de muestras.

La IF no debiera ser utilizada para la deteccion de virus respiratorios en adultos con
NAC por su bajo rendimiento y sensibilidad respecto a la TR-RCP, a diferencia de

lo que ocurre en nifios.
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ANEXOS

Anexo 1.- Certificado de aprobacion del comité de bioseguridad de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, del Servicio de Salud Metropolitano Sur y Oriente y
consentimiento informado.

UNIDAD DE PREVENCION DE RIESGOS & BIOSEGURIDAD

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, June 24" 2011 -

Tios
FONDECYT PROGRAM
PRESENT

Dear Sirs

The Risk Prevention and Biosafety Unit of the Faculty of Medicine, University of Chile hereby
certifies that it received for its study, from responsible investigator, Dra. Vivian Rose Luchsinger
Farias, the project proposal titled as “SEVERITY OF COMMUNITY- ACQUIRED PNEUMONIA
BY VIRUSES AND / OR S. PNEUMONIAE IN ADULTS AND THEIR RELATIONSHIP WITH
IMMUNOLOGICAL MARKERS (CYTOKINES, LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS AND
TRANSCRIPTIONAL PROFILES OF IMMUNE RESPONSE GENES)”. Laboratory of Virology,
Program of Virology, Biomedical Sciences Institute (ICBM), Faculty of Medicine, University of
Chile, which satisfies all basic Biosafety requirements to be carried out. It also meets every
demand established on manuals: CONICYT “Biosafety 1% edition 1994” and “Manual of Safety
Standards, 2™ edition 2008”, “Center for Control and Prevention of Diseases, CDC, 4° edition,
“Safety in Laboratories Manual”’, World Health Organization WHO, Geneva 2005, reasons why
this unit approves its eventual execution.

Responsible investigator, Dra. Vivian Rose Luchsinger Farias, is committed to meet all biosafety
standards established in the formerly cited manuals and those established in the Internal
Regulations for the functioning of the Laboratories, Risk Prevention and Biosafety Unit, Faculty
of Medicine, University of Chile. Concomitantly he is responsibly for the proper complying of
established biosafety regulations, of all participants of the aforementioned project.

Receiving acknowledgement: Dra. Vivian Rose Luchsinger Fari

Professor Ménjca a Patzkeu® -
Risk Prevention angd Biosafety Uniﬁﬁ;ctor

/
¥

* Attached Annex IX.1 Fondecyt Project K/

G:C:
Dean, Doctor, Cecilia Sepulveda C.

- Vice-Dean, Dr. Ennio Vivaldi

- Biomedical Sciences Institute Director ICBM, Dr. Benjamin Suérez
- Responsible Investigator, Dra. Vivian Rose Luchsinger Farias

- Archives

Av. Independencia 1027, Teléfono (56)-2 9786564, e-mail: biosegur@med. uchile.cl upr@med.uchile.cl
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Servicio de

A 5
Metropolitang
Sur

Regitn Metropotitans

Ministeric de
Satud

Comité Etico Cientifico

MEMO N°: 292/ 2011

MAT.: Se remite resultado evaluacion
Proyecto de Investigacion que indica.

Santiago, 09 de Agosto de 2011

DRA. VIVIAN LUCHSINGER F.
INVESTIGADOR PRINCIPAL
PROYECTO DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD DE CHILE
PRESENTE

Informo a usted, que la Directiva del Comité Etico Cientifico (CEC) del Servicio de Salud
Metropolitano Sur (SSMS), tom6 conocimiento y revisé en sesion del 26 de Julio y 9 de Agosto del
2011, los antecedentes del Proyecto de Investigacion: “Gravedad de la neumonia adquirida en la
comunidad en adultos y su relacion con marcadores inmunolégicos (citoquinas, sub-poblaciones de
linfocitos y expresion de genes de la respuesta inmune)”, a desarrollarse en el Hospital Dr. Lucio
Cérdova , remitidos mediante carta recepcionada por este CEC el 11 de Julio 2011, lo siguiente:

.- Antecedentes revisados y evaluados en sesién del CEC del 26/07/2011.(Se remite listado de
asistencia).

1. Carta de intencién a la Presidenta del Comité, Sra. Verénica Rivera.

2. Carta dirigida al Director del Servicio de Salud Metropolitano Sur, Dr. Juan Manuel
Toso L., fechada el 05/07/11.

3. Carta del Director del Hospital Dr. Lucio Cérdova, Dr. Claudio Farah Meza, para la
realizacion del estudio, fechado el 5 de Julio 2011.

4. Carta certificacion financiamiento de insumos para toma de muestra de los pacientes,

- firmada por el Investigador Principal Dra. Vivian Luchsinger F., fechada el 05/07/11.

5. Consentimiento Informado de pacientes, Dra. Vivian Luchsinger F., version 1.0 del
01/07/2011, (3 copias en espaiiol).

6. Proyecto Concurso FONDECYT Regular 2012, Version N° 1.0, fechado el 01/07/201 Is
(en espailol 2 copias).

7. Ejemplar FONDECYT Research Funding Competition 2012 Regular Competition (En
inglés).
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II. ~ Los miembros del CEC el 9 de Agosto del 2011, determinan que el Protocolo no

presenta reparos Eticos y lo aprueban, por lo tanto se remite firmado, timbrado y fechado
lo siguiente:

e  Consentimiento Informado de pacientes, Dra. Vivian Luchsinger F., versién
1.0 del 01/07/2011.

Ademas, se remite Certificado de Buenas Practicas Clinicas del CEC.

Solicitamos a usted, comunicar a este Comité el inicio de la ejecucion del estudio e
informar lo siguiente:

Estado de avance y los eventos observados asociados y no asociados con el estudio
Rechazo de participacion de los sujetos
Numero de sujetos enrolados

Cualquier antecedente importante que se observe durante la ejecucion de la
investigacion.

Cabe sefialar que los efectos adversos presentados graves, en su Centro, deben ser
notificados dentro de las 48 horas de haber sido detectados, se adjunta Memo. N° 60/2010

Sin otro particular, saluda Atentamente a usted,

. iCIO DE AL
i METROPOLITANG SURN

faraffia COMITE ETICO

CIENTIFICO aria "alleguiilos Guerra

Vice-Presidenta (S)
Comité Etico Cientifico SSMS

Comlte Etico Cientifico SSMS

C.c. =
e Archivo CEC SSMS.
e  Oficina de Partes SSMS.

70



P Gobierno
L2352 de Chite

Servicio de Salud Metropolitano Oriente
Comité de Etica Cientifico

PROTOCOLO DE APROBACION DE PROYECTOS CLINICOS

Con fecha 25 de Junio de 2013, el CEC del S.S.M. Oriente analizé y aprobd el siguiente documento:

- Consentimiento Informado de Pacientes,
Version 3.0 Abril 2013, firmado por el CEC del S.S.M. Oriente el 25 de Junio de 2013;

destinado al Proyecto FONDECYT Regular 2012, titulado:
“Gravedad de la neumonia adquirida en la comunidad en adultos y su relacion con marcadores
inmunoldgicos (citoquinas, subpoblaciones de linfocitos y expresion de genes de la respuesta
inmune)”;
Yy que conduce actualmente la Dra. Vivien Luchsinger Farias como Investigador Principal en la
Facultad de Medicina — Divisién CS. Médicas Norte- Instituto de de Ciencias Biomédicas- Programa
de Virologia e incorporara como Centro de Investigacién a la Clinica Santa Maria, con la colaboracién
de los siguientes Investigadores:

= Dr. Mauricio Ruiz, Unidad de Enfermedades Respiratorias

= Dr. Francisco Arancibia, Unidad de Enfermedades Respiratorias.

Tomé conocimiento de:

= Carta de la Dra. Vivien Luchsinger Farias Profesor Adjunto Programa de Virologia fechada el
14 de Junio de 2013;

- Carta de la Dra. Marcela Paredes, Presidenta Comité de Etica Cientifica de la Clinica Santa
Maria, dirigida al Dr. Pedro Pefia G. Jefe de Servicio de Enfermedades Respiratorias Clinica
Santa Maria, de fecha 14 Junio 2013.

Envio la némina de los miembros permanentes del CEC del S.S.M. Oriente que participaron del
andlisis y aprobacion del documento antes sefialado:
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Dr. Rémulo Melo Monsalve | Neurocirujano Inst. Nac. de Neurocirugia
Dra. M.Esther Meroni Layes | Geriatra (Secretaria) Inst. Nac. de Geriatria

Dr. Jorge Plasser Troncoso * | Cirujano- Oncélogo Hospital del Salvador

Dr. Manuel Sedano Lorca Gineco-Obstetra Hospital Dr. Luis Tisné
Dr. Ricardo Sepilveda Broncopulmonar Inst. Nac. del Térax

Dr. Luis Soto Roman Utidlogo Inst. Nacional del Térax
Dr. Andrés Stuardo Luengo Neurdlogo( Presidente) Hospital del Salvador

Sra. Elena Niifiez Migone Enfermera ( Coordinadora) | No institucional

Sra. Angélica Sotomayor Abogado No institucional

Sr. Hugo Gutiérrez Guerra Miembro de la Comunidad | No institucional

*: No particip6 en la discusion

CLINICA SANTA MARIA
COMITE DE ETICA CIENTIFICA
0 4 JUL 205
Q)

Santiago, 25 de Junio de 2013
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Version 3.0 Mayo 2012

PROYECTO FONDECYT REGULAR 2012

*GRAVEDAD DE LA NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD EN
ADULTOS Y SU RELACION CON MARCADORES INMUNOLOGICOS
(CITOQUINAS, SUBPOBLACIONES DE  LINFOCITOS Y EXPRESION Db
GENES DE LA RESPULESTA INMUNE)™

R /,/\;@FR\&;;-\\
/& . gx\
< LA

Iavestigador Responsable: i3 e m‘i

Dra. Vivian Luchsinger F. %U)‘ /,-;l“/’

Programa de Virologia. Facultad de Medicina. Universidad de Chile %— 4

Telefonos: 9786317 il g

Le¢ estamos invitando a participar en ¢l Proyecto de Investigacion “Gravedad de la J 6 H‘m 201
neumonia  adquirida en la comunidad en adultos y su relacion con marcadores
inmunologicos (citoquinas, subpoblaciones de  linfocitos y expresion de  genes de la
respuesta inmune)™.

La neumonia adquirida en la comunidad es una infeccion del pulmon frecuente en ¢l
adulto. que puede ser mas o menos grave. bsto depende de fus enfermedades que tenga
el paciente, de su edad y de la forma en que se defienda de la infeecion. Eswa puede ser
producida por bacterias 3 por virus. que se pueden detectar por distintos métodos

Solicitamos su ayuda y participacion en este proyecto porque gueremos estudiar si la
respuesta de defensa del aduhio frente a la infeceion es disunta segun la gravedad de la
enfermedad y st depende o no del agente infeccioso gue causa la neumenia adguirida en
la comunidad

Se estudiaran 300 adulos con peumonia adquirida en la comunidad del Hospital Chinico
de la Universidad de Chile, det Hospital Lucio Cordova v de! Instituto Nacional del
Térax. en Santiago. v 20 adultos sin sintomas m enfermedades respiratarias, que
voluntariamente deseen participar

Si Ud. acepia participar en este estudio. tomaremos una vez al ingresar al estudio:

a) una muestra de 8 mi de sangre (1 cucharadita v media de @) para estudiar Jas
concentraciones de citoquinas. células de la respuesta defensiva y los patrones
de expresion de los genes;
una muestra de arina para detectar la presencia de las bacterias Strepiococcs
preumontar (neumococo) v Legionella,

¢) Una muestra respiratoria para estudiar la presencia de bacterias v virus v para

estudiar las concentraciones de citogquimas, bstas muestras se estudiaran en el
Programa de Virologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Santiago.
Chile.
[a participacion en este estudio no constituve ningon vesgo oxtraordinanio. Bl
procedimiento para obtener {a muestra de sangre es ¢ mismo que se realiza para otros
examenes de sangre. s habitual que este procedimiento cause dolor, pero ¢s de cana

b
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duracion. La obtencién de la muestra de orina v de secrecion respiratoria no tiene
riesgos. La muesira respiratoria se obtiene mediante un lavado de la nariz. con un
liquido estéril. En caso de que su médico tratante considere necesario tomar otro tipo de
muesira respiratoria. como el lavado bronguioalveolar. le solicitamos su consentimiento * ) 1AYD 2 Uiz
para utilizar parie de esta muestra en este estudio. Cualquier efecto que Ud. considere

que pueda derivarse de estos procedimientos. comuniqueselo a la Dra. Vivian 7
Luchsinger en ef telétfono 9786102, S

=,
o WKLY,
)

S

IS o
1o i
: 2 N
El resultado det estudio de virus v bacterias se le comunicard a su médico tratante. Al
s . ’ .o g 5 %

participar ¢n oste costudio no obendri  ninguna  compensacion  ccondmica. Lh\\*
participacion en este estudio ¢s completamenie hibre. voluntaria y gratuita ¥ no
representa ningn costo oxtra para Uid. n1 para su sistema previsional,

l.as muestras solicitadas para ¢ste proyecto solo seriin atifizadas en este estudio y seran
climinadas después del término del proyecto. Toda la informucion derivada de su
participacion serd confidencial, lo que incluye ¢l acceso a la informacion sélo de los
investigadores. Cualquier comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion
sera completamente andnima. Su privacidad serd protegida porque sus datos y muestras
no seran identificados con su nombre. sélo con un cadigo.

tisted se puede retirar del estudio en cualquier momento, incluso después que la
muestra haya sido tomada. En este caso. la muestra sera destruida ¥ no podrd ser
utilizada en este ot en mngin oo estudio. S1 usted no desca participar en este estudio.
06 habra ninguna consecuencia para usted.

Si tiene dudas sobre este estudio o considera que puede presentar molestias por
participar en ¢l. Ud. puede Hamar a la Dra. Vivian Luchsinger F.. teléfono: 9786317,
i

‘sta consulia serd absolutamente gratuita

fiste estudio cuenta con la aprobacion del Comite de Ftica Cientifico y de Investigacion
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Cualquicr consulta Hamar al teléfono
G789008.

Después de haber leida y comprendido la informacién de este documento v de haber
podido aclarar todas mis dudas. otorgo mi consentimiento para participar ¢n ¢l proyvecto
“Gravedad de la neumonia  adquirida en la comunidad ¢n aduitos y su relacion con
marcadores inmunologicos (citoquinas, subpoblaciones de linfocitos v expresion de
genes de la respuesta inmune)”

En esie momento firmo dos cjemplares 3 recibo una copia de este documento que
quedard en mi poder

Nombre del participante Firma
Nombre del informante Firma
Nombre del investigador Firma
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Anexo 2. Criterio de estratificacion de la gravedad de los pacientes.

Estratificacion de la enfermedad segun criterio PORT:

Caracteristicas del paciente Puntos
Edad
Hombre (afos)
Mujer (afios -
10)
Cuidado en casa +10
Enfermedades coexistentes
Enfermedad neoplésica +30
Falla hepatica +20
Falla cardiaca congestiva +10
Falla cerebrovasculares +10
Falla renal +10
Hallazgos por examen fisico
Estado mental alterado +20
Tasa de respiracion > 30 respiraciones/min +20
Presion sanguinea sistélica <90 mm Hg +20
Temperatura <35°C (95°F)o >40° C (104 ° F) +15
Pulso > 125 latidos/min +10
Hallazgos radiogréficos y de laboratorio (si se realiza
estudio)
pH arterial <7.35 +30
Nitrogeno uréico sanguineo > 30 mg/dL +20
Sodio <130 mmol/L +20
Glucosa >250 mg/dL +10
Hematocrito <30% +10
Presion parcial de O2 arterial<60 mm Hg o saturacion | +10
de 02 <90%
Efusion Bilateral pleural +10

Puntos totales = edad + correccion de sexo + suma de los puntajes encerrados

Clasificacion segun PSI

Clase Puntos Mortalidad Terapia sugerida

Clase | <51 0.1% Antibidticos orales en casa

Clase 11 (51-70) 0.6% Antibioticos orales en casa — si vomita/poco
confiable, estadia corta

Clase Il (71-90) 0.9% Antibioticos orales en casa — si vomita/poco

confiable, estadia corta

Clase IV | (91-130) | 9.5%

Hospitalizacion + antibidticos intravenosos

Clase V >130 26.7% Hospitalizacion

intravenosos

(UCI)

antibioticos
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Anexo 3. Criterios de Analisis para IF:

1.- Inmunofluorescencia indirecta clésica: Su analisis se basa en 2 pardmetros: cantidad

de celulas e intensidad de la fluorescencia. Para medir la cantidad de células, se buscan
células con granulado verde manzana tanto en ndcleo (adenovirus), citoplasma (VRS,
parainfluenza y metapneumovirus) o ambos (influenza), debiendo distinguir la fluoresencia
por uniones inespecificas de los anticuerpos. Una muestra se considera positiva, Si se

encuentran al menos 3 células con fluorescencia intensa (+++).

2.- Inmunofluorescencia indirecta rapida: Los frotis se observan en el microscopio de
fluorescencia con un aumento de 20X, de acuerdo a los siguientes pardmetros: se considera
una muestra correcta si se encuentran al menos 2 células epiteliales columnares por campo;
la muestra se considera invalida si existen <20 células por campo. Para determinar la

presencia de virus, se consideran los siguientes parametros:

Virus Parédmetro

Influenza A Fluorescencia amarilla citoplasmaética y/o nuclear.

Influenza B Fluorescencia verde manzana citoplasmatica y/o
nuclear.

VRS Fluorescencia amarilla citoplasmaética.

Metapneumovirus Fluorescencia verde manzana citoplasmatica.

Parainfluenza Fluorescencia amarilla citoplasmatica.

Adenovirus Fluorescencia verde manzana citoplasmatica y/o
nuclear.
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Anexo 4. Pardmetros de programacion y analisis de RT-RCP en tiempo real multiplex:

1.- Programa de ciclado de la RT-RCP multiplex de Panel Viral e Influenza A/B.

Programa
Protocolo Ne° de Ciclos | Temperatura | Tiempo
RT-RCPtr Panel Viraly | Mantencion 95°C 15 min
Flu A/B 10 95°C 10 seg
54°C 25 seg
72°C 25 seg
35 95°C 10 seg
54°C 30 seg*
72°C 25 seqg

*= Adquisicion de fluorescencia por el equipo.

2.- Parametros de andlisis de la corrida de los RT-RCPtr multiplex de Panel Viral e

Influenza A/B.
Canal
Verde Amarillo Naranja
Umbral 0,1 0,1 0,1
Remocion de la linea basal 0% 5% - 10% 5% - 10%
Optimizacion del Gain 5FI-10FlI 4FI-8FI 4FI-8FlI
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Anexo 5. Parametros de programacion y analisis del Luminex®;

1.-Volumenes de reactivos para la mezcla maestra de RT-PCR Multiplex.

Reactivos Volimenes para 1 muestra
Agua libre de DNasas y RNasas para XTAG® 1.3l
Tampon OneStep para XTAG® 5x 4 ul
dNTP para xTAG® 1.1 pl
Mezcla base para xTAG® RVP FAST v2 2 ul
Enzimas OneStep para XTAG® 1.6 pl

2.- Programas de temperatura del RT-RCP Multiplex:

Protocolo N° de Ciclos | Temperatura| Tiempo

RT-PCR XTAG® RVP FAST v2 1 50°C 20 min
1 95°C 15 min

36 95°C 30 seg

59°C 30 seg

72°C 30 seg

3.- Interpretacién de resultados: El andlisis informa los resultados como: POS= virus

detectado; NEG= virus no detectado; “No call”= sin dianas, arrojando un error de
procedimiento. Para la deteccion de virus Influenza A, se analizan por separado un gen de
la matriz comdn para las 3 cepas A y secuencias conservadas del gen de la hemaglutinina
para las cepas H1, H3 y HIN1, lo que permite detectar la presencia de distintos tipos de

cepas de Influenza A en la misma muestra. El analisis se informa como:

Resultado Significado

H1D Se detecta el subtipo H1 (estacional) de la Gripe Ay el gen matriz de
la Gripe A.

H3 D Se detecta el subtipo H3 de la Gripe A y el gen matriz de la Gripe A.

2009 HIN1 D Se detecta el subtipo HIN1 2009 de la Gripe Ay el gen matriz de la
Gripe A.

utD Gripe no clasificable en tipo, es decir, se detecta un gen matriz de la
Gripe A, pero ninguno de los subtipos HIN1 2009, H1 (estacional) y
H3.

No Call (Sin Fallo en uno 0 méas parametros/controles del analisis.

dianas)
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También se detecta la presencia de dianas control como PRES; la falta de deteccion de
alguno de los controles como ABS; y la inhabilidad de poder determinar la presencia de
alguno de los controles, sefialando errores en el procedimiento o no cumplimiento de los

criterios de analisis, como “No call” (Sin dianas).

4.-Valores umbrales de fluorescencia aplicados en la interpretacion de los resultados

obtenidos por Luminex® segtin virus.

Virus Valores del umbral (MFI)
Flu A matrix 300
Flu AH3 250
Flu AH1 450
Flu A HIN1 2009 250
FluB 300
VRS A 120
VRS B 150
AdV 150
BoV 300
MPVh 200
RVh 300
Pil 150
Pi 2 300
Pi 3 150
Pi 4 200
CoV 229E 300
CoV HKU1 300
CoV NL63 200
CoV 0C43 300
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Anexo 6. Datos demograficos, clinicos y de evolucion obtenidos de las fichas clinicas de

cada paciente.

a)Datos demogréficos y
Antecedentes médicos

b)Condicion de

ingreso

¢) Parametros de
laboratorio y evaluacion

radioldgica

d)Tratamiento y

evolucion

Total pacientes

Sepsis foco pulmonar

Frecuencia respiratoria

Tratamiento antibiético,

antiviral o anti-tuberculosis

Insuficiencia ) B
Edad ) ) Pulso Hipotension
respiratoria
Infeccion tracto » . o
Genero Presion arterial Shock séptico

urinario (ITU)

Procedencia

Cardiopatia coronaria

Temperatura

Tratamiento inadecuado

Vacuna anti-influenza

Desnutricion

Hematocrito

Necesidad de ventilacion

mecanica

Alcoholismo

Clasificacion de grupo
de riesgo (FINE y
ATS)

Glo6bulos blancos

Falla renal aguda

Tabaquismo

(cajetillas/afio)

Puntaje FINE

% de Linfocitos y Neutréfilos

Insuficiencia respiratoria

Fibrosis

pulmonar/enfisema

Estado de gravedad

Plaquetas

Derrame pleural
complicado y no

complicado

Diabetes

Sintomas de NAC
(tos, expectoracion,
dolor pleuritico,
sospecha de aspiracion

y desorientacion)

Velocidad de sedimentacion
globular (VHS)

Alteracion de conciencia

Hipertension arterial
(HTA)

Dias de evolucién

Proteina C reactiva (PCR)

Falla hepética

Enfermedad pulmonar
obstructiva crénica
(EPOC)

Antibidticos previos

Nitrogeno ureico en sangre
(NUS o BUN)

Progresion radioldgica

Asma

Deteccion de S.
pneumoniae por
BINAX®y

Creatinina

Oxigenoterapia
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hemocultivo

Insuficiencia cardiaca

pH

Dafio hepatico

Sodio plasmatico

Insuficiencia renal

% saturacién de O,

Neoplasia

Presién arterial de O,

Enfermedad neuroldgica

Lactato deshidrogenasa (LDH)

Residencia en asilo

Presién de CO,

Evaluacion radiologica (patron,
derrame pleural, 16bulos
comprometidos y pulmén méas

comprometido)
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