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SINDROME RESPIRATORIO AGUDO GRAVE

EL LABORATORIO DE SALUD PUBLICA FRENTE A UNA EMERGENCIA GLOBAL
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Resumen A fines del año 2002 se inicia un brote de neumonía atípica en el Sudeste asiático el cual se extiende
posteriormente a otros continentes. El nuevo síndrome respiratorio agudo grave (SARS) era pro-

ducido por un coronavirus novedoso. Debido a la gravedad de la situación y al riesgo de introducción de esta pato-
logía en Argentina,  se implementaron técnicas de diagnóstico clásicas como la microscopía electrónica, y moleculares
como una reacción de retrotranscripción seguida de una reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR). La inclu-
sión en araldita de células infectadas con un coronavirus bovino permitió visualizar más fácilmente las partículas
virales, pero requirió más tiempo en comparación con la coloración negativa de partículas libres de cultivos virales.
La RT-PCR implementada fue capaz de detectar ARN de cepas de casos de Hong Kong y de Alemania.
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Abstract Severe acute respiratory syndrome. The public health laboratory in a global emergency. By
the end of year 2002 there was an outbreak of atypical pneumonia in Southeast Asia which soon

spread to other continents. This new severe acute respiratory syndrome (SARS) was produced by a novel
coronavirus. Due to the severity of the situation and risk of introduction of this pathology in our country, the
need to arrange specific laboratory diagnostic tests arose. Classic techniques, such as the electron microscopy
and  molecular biology test such as retrotranscription followed by the polymerase chain reaction (RT-PCR) were
implemented. The araldit included cells infected with bovine coronavirus which allowed the viral particles to be
visualized easily but it took more time in comparison with the negative staining of free particles from viral cul-
tures. RT-PCR was able to detect RNA of isolated viruses from cases in Hong Kong and Germany.
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El mundo ha aprendido una nueva palabra, ”SARS”,
para denominar al síndrome respiratorio agudo grave.
Se considera que es la primera enfermedad grave y de
fácil transmisión del siglo XXI y que tuvo su origen en el
sur de China a fines del año 20021. Desde ahí llegó a
Hong Kong, Región  Administrativa Especial  de China
(Hong Kong RAECh) en febrero de 2003 y sólo unos
días más tarde se introdujo en Viet Nam, Singapur, Ca-
nadá y Alemania, diseminándose  posteriormente a otras
regiones. Desde noviembre de 2002 a julio de 2003 se
comunicaron en 26 países un total de 8098 casos pro-
bables con más de 774 muertes2. Se observó que la
trasmisión interhumana era efectiva y que el traslado de
personas por avión permitía que individuos infectados

arribaran desde la región de origen a destinos lejanos
sin presentar síntomas o comenzando con los mismos
durante su viaje.  Debido a esta situación y en conse-
cuencia con el alerta mundial dado por la Organización
Mundial de la Salud (OMS)3, el Ministerio de Salud de la
Nación reunió una Comisión Nacional para que, entre
otras cosas, definiera cuáles serían los casos a estudiar
y su aislamiento respiratorio, estableciera los mecanis-
mos de control a nivel de fronteras y solicitara al labora-
torio la implementación de herramientas que permitieran
hacer un diagnóstico etiológico para confirmar o descar-
tar los casos sospechosos de SARS que pudieran ingre-
sar al país. De esta manera se trataría de impedir que la
infección se diseminara localmente. Se presentan aquí
las técnicas de laboratorio desarrolladas.

Materiales y métodos

Virus y ARN virales: Se utilizó un coronavirus  de origen bo-
vino, cepa Mebus (BCoV) y el ARN de dos cultivos de  ce-
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pas de coronavirus  aisladas de pacientes con SARS, uno
proveniente de Hong Kong RAECh y otro de Alemania (HCoV-
SARS- HK y HCoV-SARS- AL).

Líneas celulares: Se emplearon cultivos de células
humanas de tumor de recto, HRT-18 para amplificar el
BCoV .

Anticuerpos monoclonales (MABS): Los MABS: BC21,
BC22, BC28 y BC29, dirigidos contra proteínas estruc-
turales de BCoV, fueron empleados para confirmar la
amplificación de BCoV en los cultivos celulares.

Amplificación de BCoV : Monocapas de células HRT-
18 con 100% de confluencia, con no más de 96 horas
de preparación fueron inoculadas con la cepa de BCoV,
adsorbidas durante 1 hora, e incubadas a 37°C en at-
mósfera de CO2 0.5% con MEM-E y pancreatina 2.5 µg/
ml, durante 48-72 horas4. El efecto citopático (ECP) ob-
servado por acción de la replicación de BCoV fue de
redondeamiento celular y formación de sincicios.

Confirmación de la amplificación del BCoV en culti-
vos de HRT-18: Se prepararon portaobjetos con sus-
pensiones de los cultivos celulares en las que se había
observado ECP, se fijaron en acetona durante 10 minu-
tos a –20°C y se colorearon posteriormente por la técni-
ca de  inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando los
MABS para BCoV y un antisuero anti-ratón comercial
(Dako® A/S, Dinamarca). El stock de virus correspon-
diente fue utilizado en las pruebas de microscopía elec-
trónica y de amplificación de genoma viral

Amplificación de un segmento de  genoma de HCoV-
SARS por  RT- PCR: La amplificación de una porción de
la región  de la polimerasa viral fue realizada utilizando
los oligonucleótidos descriptos por Ksiazek et al5, em-
pleando un equipo comercial (One step RT-PCR kit,
Qiagen®, GmbH, Alemania).

Visualización de los productos de PCR: Los produc-
tos de PCR fueron sometidos a una electroforesis hori-
zontal en un gel de agarosa al 1%, el que fue teñido con
bromuro de etidio y posteriormente observado en un
transiluminador con luz UV.

Coloración negativa de partículas de BcoV: Las partí-
culas de BCoV fueron  visualizadas por coloración nega-
tiva utilizando el método de difusión en agar, que permi-
te la concentración de las partículas virales, así como la
eliminación de sales cristalizadas del medio de cultivo.
El sobrenadante de los cultivos de células HRT-18 a las
72 hs post infección (p.i.) fue fijado durante 15 minutos
con glutaraldehído al 2.5% y sembrado sobre grillas de
microscopía electrónica (mesh 400) recubiertas con mem-
branas de polivinyl formal, colocadas sobre agar solidifi-
cado al 1% durante 30 minutos. Una vez que el líquido
difundió completamente en el agar, las grillas fueron co-
loreadas con solución de ácido fosfotúngstico al 2% du-
rante 30 segundos, secadas al aire dentro de una cabina
de seguridad biológica clase II, irradiadas 30 minutos bajo
luz UV y observadas al microscopio electrónico de trans-
misión (Carl Zeiss EM-109)6.

Cortes ultrafinos de células HRT-18  infectadas con
BCoV:  Se fijaron monocapas de células HRT-18, a las
48 horas p.i. durante 2 horas a 4°C con solución de
glutaraldehído al 2.5% en buffer cacodilato 0.1 M (pH:
7.2). Las células fueron despegadas por raspado,
centrifugadas 5 minutos a 1000 g y posteriormente fija-
das durante 1 hora con tetróxido de osmio al 1% en bu-
ffer cacodilato 0.1 M . El paquete celular resultante fue
deshidratado por pasaje en soluciones de etanol de con-
centración creciente ( 50; 70 y 95%) y por pasaje en óxi-
do de propileno, e incluido en araldita. Los cortes
ultrafinos fueron montados sobre grillas mesh 400, colo-
reados con acetato de uranilo  y citrato de plomo y ob-
servados al microscopio electrónico de transmisión6.

Resultados

Se observó la aparición de ECP compatible con BcoV en
los cultivos inoculados a las 48 horas p.i. Su amplifica-
ción fue confirmada por IFI, como se muestra en la Fig.
1. Se pudieron observar al microscopio electrónico partí-

Fig.1.– Amplificación de BCoV, cepa Mebus en  células HRT-18.
A: IFI de células HRT-18 infectadas con BCoV con MABS anti-BCoV.
B: IFI de células HRT-18 con MABS anti-BCoV
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culas similares a coronavirus con los dos tipos de mate-
riales ensayados: sobrenadante (Fig. 2C) y células de
cultivos de BcoV (Fig. 2 A y B).

 Al utilizar el ARN de HCoV-SARS en la prueba de
amplificación de genoma viral se obtuvieron fragmentos
cuyos tamaños se ubicaron entre las bandas de 300 y
400 bp del marcador de tamaño molecular (Fig. 3), mien-
tras que no se observaron productos con el ARN prove-
niente del cultivo de BcoV.

Discusión

En noviembre de 2002, un hombre de negocios de la
ciudad de Foshan, provincia de Guandong en el sur de
China fue  quizás la primera víctima de una enfermedad

misteriosa que luego fue denominada síndrome respira-
torio agudo grave (SARS).

Este síndrome no atrajo la mirada del resto del mun-
do hasta mediados  de febrero de 2003. En ese momen-
to, un médico proveniente de la provincia de Guandong
enfermó mientras se alojaba en el noveno piso de un
hotel en la ciudad de Hong Kong (Hong Kong RAECh).
También enfermaron 12 pasajeros más del hotel, inclu-
yendo al menos 7 viajeros cuyas habitaciones se ubica-
ban también en el noveno piso7. Estos pasajeros serán
los que subsecuentemente transporten esta nueva en-
fermedad a Vietnam, Singapur, Canadá, Irlanda y
EE.UU., introduciéndola también en el sistema hospita-
lario de algunos de esos países.

La presentación clínica del SARS no se distingue de la
de otras neumonías adquiridas en la comunidad. Fiebre,
mialgias, diarrea y linfopenia son frecuentes pero no cons-
tituyen hallazgos característicos8, 9, 10, 11. Por ello la dispo-
nibilidad en el laboratorio de herramientas que permitan
identificar casos de SARS dentro de los casos sospecho-
sos es clave en la vigilancia de esta enfermedad.

Al comienzo del brote, cuando aún no se tenía infor-
mación sobre el desarrollo de técnicas de amplificación
genética de  HCoV-SARS, la microscopía electrónica se
presentaba como un elemento de diagnóstico virológico
rápido de gran ayuda. Así entonces se amplificó en cul-
tivos celulares BCoV para hacer preparados para
microscopía electrónica. La inclusión de células infecta-
das permitió obtener preparaciones donde la identifica-
ción de las partículas virales fue más sencilla, ya que se
las pudo visualizar en diferentes estadios de formación
en el citoplasma celular, a nivel de las cisternas del apa-
rato de Golgi y brotando de las membranas del mismo.
En cambio, si bien pudieron reconocerse con facilidad
las partículas virales en la coloración negativa realizada
al sobrenadante de cultivo,  la presencia de artefactos y
detritos celulares dificultaron su detección. Esta última

Fig. 2.– Visualización al microscopio electrónico de partículas similares a coronavirus.
A:  Células HRT-18 infectadas con BCoV, cepa Mebus, incluidas en araldita. Escala: barra

= 1 µm. B: Células HRT-18 infectadas con BCoV, cepa Mebus, incluidas en araldita. Es-
cala: barra = 500 nm. C: Sobrenadante de cultivos de células HRT-18 infectadas con
BCoV, cepa Mebus. Escala: barra = 100 nm.

Fig. 3.– Amplificación por RT-PCR de una porción del gen
que codifica para la polimerasa de HCoV-SARS.

A: ARN de aislamiento de HCoV-SARS-AL. B: ARN de aisla-
miento de HCoV-SARS-HK. C: Marcador de peso  molecular.
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desventaja se contrapone al beneficio de la rapidez, ya
que con esa técnica se pueden obtener resultados en
menos de una hora, mientras que la inclusión de células
y la realización  posterior de los cortes ultrafinos deman-
dan al menos 24-48 hs.

Con la información disponible al publicarse la carac-
terización del agente causante del SARS5, 12-15 se decidió
implementar una RT-PCR que amplificara un segmento
del marco de lectura 1-b del genoma de HCoV-SARS
con los oligonucleótidos  descriptos en el trabajo de
Ksiazec y col5. El tamaño del producto obtenido a partir
del ARN de los dos aislamientos de virus humanos con
dicha RT-PCR se correspondió con el tamaño esperado
de 368 bp5. Según las recomendaciones de la OMS, en
el caso de que una muestra de un paciente sospechoso
de SARS hubiera  resultado positiva por la técnica de
RT-PCR, se debería realizar la confirmación en un se-
gundo laboratorio empleando una segunda alícuota de
muestra. De obtenerse una segunda prueba positiva, el
producto de la PCR se debería secuenciar para verificar
que el fragmento amplificado obtenido correspondía a
una secuencia específica del HCoV-SARS15, 16.  Esta
metodología podrá ser aplicada a muestras clínicas en el
caso de que se produzcan casos sospechosos de SARS,
preferentemente de materia fecal, ya que se ha observa-
do que éste es un espécimen clínico que permite identifi-
car los casos de SARS que se encuentren dentro de la
primera semana de evolución de la enfermedad11.

La contención de la epidemia ocurrió en momentos
en los que no se conocían claramente los mecanismos
de transmisión, no se disponía de una prueba diagnóstica
de laboratorio validada para definir los casos, ni de va-
cunas o tratamientos efectivos. Se puede atribuir el éxi-
to al trabajo epidemiológico tradicional de base, la iden-
tificación de casos por nexos epidemiológicos y su pos-
terior aislamiento, la implementación de cuarentenas de
un gran número de personas y también al cumplimiento
de las normas básicas de bioseguridad durante la bús-
queda activa de casos y la atención de casos sospecho-
sos y confirmados.

Se han notificado 15 nuevos casos desde que la OMS
comunicó en julio de 2003 la contención del brote17. En
septiembre de ese año aparece el primer caso posepi-
démico cuando un investigador de Singapur adquiere la
infección como consecuencia de fallas de biocontención
al trabajar en un laboratorio en el que realizaban proce-
dimientos de propagación del virus del SARS18. En ene-
ro de 2004 China confirma la aparición de 3 casos ad-
quiridos en forma natural sin vínculos epidemiológicos19

y en marzo se producen en ese mismo país 2 casos aso-
ciados a fallas de biocontención en un instituto de
virología. A partir de uno de ellos se generaron en la
comunidad 9 casos más, conectados epidemioló-
gicamente20.  Debemos mantenernos en alerta pensan-
do que en cualquier momento pueden presentarse nue-

vos casos  por adquisición natural de la infección  y que
se deben respetar las recomendaciones de la OMS de
trabajar estrictamente en condiciones de bioseguridad
al menos de nivel BSL3, cuando se realizan procedi-
mientos que involucren al HCoV-SARS viable20.
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- - - -
If I were magically put in charge of improving the status and image of science, I'd start using the

media, instead of feeling victimized by them. Science is the most exciting and sustained enterprise of
discovery in the history of our species. It is the great adventure of our time. In a stunningly short period
of time, science has extended our knowledge all the way from the behavior of the galaxies to the
behavior of particles in the subatomic world. Under the circumstances, for scientists to fret over their
image seems absurd. This is a great field with great talents and great power. It's time to assume your
power, and shoulder your responsibility to get your message to the waiting world. It's nobody's job but
yours. And nobody can do it as well as you can.

Si yo estuviera a cargo de mejorar el status y la imagen de la ciencia, empezaría con los medios, en
lugar de sentirme víctima del sistema. La ciencia es la empresa del descubrimiento más estimulante
en la historia de nuestra especie. Es la gran aventura de nuestro tiempo. En un asombrosamente
corto período de tiempo, la ciencia ha aumentado nuestro conocimiento desde el funcionamiento de
las galaxias hasta el de partículas en el mundo subatómico. Se trata de una gran empresa con gran-
des talentos y gran poder. Es tiempo que los científicos asuman su poder y tomen conciencia de sus
responsabilidades para proyectar su mensaje al mundo expectante. No es trabajo de nadie sino vues-
tro. Y nadie lo puede hacer mejor que ustedes.

Michael Crichton

Ritual Abuse, Hot Air, and Missed Opportunities. Science 1999; 283: 1461-3


