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Preparacion de laboratorio para el
diagndstico de enfermedad por virus
Ebola en Argentina

El virus Ebola fue identificado en 1976 a partir de un brote
de una enfermedad febril y hemorragica grave en Zaire,
actual Republica Democratica del Congo'. El virus fue
clasificado por la ICTV (International Committee on Taxo-
nomy of Viruses) como perteneciente al género Ebolavirus
dentro de la familia Filoviridae (Orden Mononegavirales).
Dentro de la misma familia, el género Marburgvirus com-
prende al virus Marburg, descripto en 1967 a raiz de brotes
de una enfermedad similar en personal de laboratorio
en Europa por manipulacion de monos africanos para la
obtencidn de lineas celulares.

A nivel taxonémico ambos virus fueron incluidos en la
misma familia, Filoviridae, por varias caracteristicas en
comun: genoma a ARN-simple cadena, con orientacion
negativa, no segmentado y de gran longitud: 19kb. Ade-
mas las particulas virales son envueltas, filamentosas
e infectan mamiferos causando enfermedades hemo-
rragicas graves en primates. Actualmente, dentro del
género Ebolavirus se agrupan 5 especies virales: Zaire
ebolavirus (ZEBOV), Sudan ebolavirus (SUDV), Tai Fo-
rest ebolavirus (TAFV), Bundibugyo ebolavirus (BDBV)
y Reston ebolavirus. Tres de estas especies, ZEBOV,
SUDV y BDBYV, han estado implicadas en grandes brotes
de enfermedad por virus Ebola (EVE) en varios paises de
Africa Central: Republica Democratica del Congo, Sudan,
Gabon, Republica del Congo y Uganda. La especie TAFV
fue descripta en un uUnico caso humano comunicado en
Tai Forest, Costa de Marfil, fuera del area endémica del
virus Ebola. Sin embargo, este fue el primer indicio de la
presencia de virus Ebola en Africa occidental.

La EVE comienza con un cuadro febril indiferenciado,
por lo cual deben ser considerados casos sospechosos
aquellos pacientes febriles en fase aguda y con antece-
dentes epidemioldgicos como, por ejemplo, historia de
viaje reciente a un area endémica o contacto con casos
confirmados o sus muestras. La elevada letalidad de la
EVE, cerca del 90% en algunos brotes?, como también
su alta infectividad, han llevado a la clasificacion de
los filovirus como agentes Categoria A, con potencial
para bioterrorismo segun el CDC (Centers for Disease
Control and Prevention). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) recomienda que el manejo de muestras de
pacientes con sospecha de EVE para su diagndstico de
laboratorio se realice dentro de instalaciones de conten-
cion bioldgica nivel 3 (BSL-3). El aislamiento viral no se
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recomienda y solo puede llevarse a cabo en laboratorios
con un nivel 4 de bioseguridad (BSL-4).

El 23 de marzo de 2014 la OMS publico su primer
comunicado de alerta acerca de un nuevo brote por virus
Ebola en Africa Occidental. El 8 de agosto declaré que
la epidemia de Ebola en Africa Occidental constituia una
emergencia de salud publica de importancia interna-
cional. El brote, cuyo origen se remonta a los primeros
dias de diciembre de 2013 en Guinea?, constituye el
mayor ocurrido desde el descubrimiento del virus Ebola
y representa la primera transmision de la enfermedad en
grandes zonas urbanas. En respuesta a la declaracion de
la OMS de principios de agosto, la Direccion de Epide-
miologia del Ministerio de Salud de la Nacién publicé un
Alerta Epidemioldgico para la preparacion de Argentina
ante la potencial recepcion de casos de EVE. A partir del
mismo, en el Servicio de Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI), se disefid
una estrategia de diagnéstico de virus Ebola a nivel local.

El diagndstico de laboratorio puede ser realizado por
determinacion de la respuesta inmune a la infeccién o por
deteccion de particulas virales o componentes de las mis-
mas en individuos infectados. Los ensayos mas utilizados
para diagnosticar una infeccion aguda son la RT-PCRYy la
captura de antigeno por ELISA*. EI ARN viral puede ser
detectado en sangre desde el dia 3 hasta aproximada-
mente el dia 16 luego del inicio de los sintomas®.

El disefio del diagndstico en Argentina se basé en la
deteccion de genoma viral en muestras de sangre. El
primer paso, la inactivacion de la muestra con isotiocia-
nato de guanidina, desnaturaliza las proteinas del virus
tornandolo no-infeccioso. Posteriormente las muestras
pueden ser sometidas al procedimiento de extraccion y
purificacion del ARN. Para la amplificacion del ARN viral
se implementaron 2 abordajes: RT-PCR convencional y
RT-PCR en tiempo real. En base al genoma de los filovirus
y en particular de la especie causante del brote en Africa
Occidental, ZEBOV, para la RT-PCR convencional se
seleccionaron 3 fragmentos parciales correspondientes
a 3 genes diferentes: nucleoproteina (NP), proteina de
matriz (VP24) y ARN polimerasa-ARN dependiente (L). El
fragmento NP fue seleccionado porque su ARN mensajero
es el ARN viral mas abundante en las células infectadas;
el VP24 por ser un gen con poca variabilidad dentro de
la misma especie viral y el L por ser un fragmento am-
pliamente utilizado para la identificacion de Filovirus en
brotes de fiebres hemorragicas graves en Africa. Para la
RT-PCR en tiempo real con sondas TagMan se seleccio-
né el mismo fragmento del gen L. En base a secuencias
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virales obtenidas de casos de Sierra Leona reportados
en 2014 y de sondas previamente publicadas para la
deteccion ZEBOV se disend una nueva sonda especifica
para la cepa causante del brote actual®.

Ambos ensayos se pusieron a prueba utilizando como
material de referencia ARN viral de ZEBOV enviado por
el CDC y muestras de ARN de pacientes en fase aguda
de otras infecciones virales obteniendo resultados po-
sitivos unicamente para el ARN de ZEBOV. La secuen-
ciacion nucleotidica de los fragmentos obtenidos y su
comparacion con secuencias publicadas en GeneBank
permitieron confirmar la maxima identidad nucleotidica
(99%) del ARN de ZEBOV con la cepa Gabén 2002
(GeneBank KC242800) y establecer los porcentajes de
identidad con la cepa de Africa Occidental (GeneBank
KMO034557) correspondientes a los 3 fragmentos (NP:
98%; VP24: 97% y L: 98%) y con el virus Marburg en el
caso del fragmento L (77%).

Esta estrategia diagndstica permitira realizar la con-
firmacion de laboratorio en casos con sospecha de EVE
del brote actual como asi también identificar en el futuro
posibles casos de infeccion por otros filovirus. La deteccion
temprana de posibles casos infectados con filovirus es fun-
damental para evitar su propagacion en la poblacién local.
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