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1.- VIRUS DE LA GRIPE Y VIRUS GRIPAL A H1N1 2009
A. ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

Los virus de la gripe se descubrieron y aislaron por primera vez en 1930 en el
cerdo y posteriormente en 1933 en el ser humano. Se incluyen en la familia
Orthomyxoviridae, que en la actualidad agrupa cinco géneros. Todos ellos son
virus con ARN monocatenario, de tamafio medio, simetria helicoidal y provistos de
una membrana de envoltura. La denominacién de “myxovirus” se relaciona con su
afinidad por la mucina, mucoproteina existente en el moco de diversas
secreciones, en algunos receptores epiteliales, en la membrana de los hematies y

en el suero.

Los virus gripales A y B (virus influenza A y B) constituyen los géneros mas
importantes. El virus gripal C constituye un tercer género, con escaso interés en
patologia humana, que difiere en determinadas caracteristicas de los géneros
anteriores. El cuarto género es de descripcion mas reciente, se ha denominado
“Virus Togoto”, con un interés también reducido en el ambito clinico. El quinto

género esta integrado por los “Isavirus”, de interés veterinario’?.

Se ha especulado que los virus gripales que primero franquearon la barrera
de especie desde su reservorio animal al hombre fueron los C y los B, mientras
que los del tipo A serian los ultimos en haber accedido a la poblacién humana.
Este hecho puede ayudar a explicar en parte la mayor estabilidad evolutiva
genética y antigénica del virus gripal B respecto al A y las notables diferencias

biolégicas y patogénicas del virus C respecto al resto>.

En la Tabla 1 se exponen las caracteristicas mas relevantes de los virus

gripales A y B. Los viriones poseen una forma esférica o filamentosa y en su
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interior albergan un nucleocapside que contiene ocho fragmentos de ARN
monocatenario, una nucleoproteina y el complejo ARN-polimerasa (PB1, PB2 y
PA). En el exterior de este nucleocapside y por debajo de la membrana de
envoltura se situan la proteina matriz (M1), que confiere estabilidad a la particula

virica y la proteina M2.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los virus gripales Ay B

Tipos Dos. Definidos por la nucleoproteina: virus

gripal Ay virus gripal B

Subtipos Diversos en el virus gripal A. definidos por

las glucoproteinas de superficie

Acido nucleico ARN monocatenario de polaridad negativa
Simetria Helicoidal

Envoltura Lipidica con proyecciones glucoproteicas
Forma del virién Esférica o filamentosa

Diametro del virién 80-120 nm

Genoma 8 segmentos de ARN

Proyecciones glucoproteicas | Hemaglutinina (H) y Neuraminidasa (N)

En la parte mas externa se situa la membrana de envoltura, que procede de la
membrana citoplasmatica de la célula huésped y es de naturaleza lipidica. En
ella asientan glucoproteinas de origen virico, dispuesta a modo de proyecciones

denominadas hemaglutinina y neuraminidasa.

El componente glucoproteico mas importante es la hemaglutinina (H), que

constituye en torno al 25% de las proteinas viricas. Cada virion presenta
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alrededor de un millar de proyecciones, dispuesta a modo de espiculas

superficiales,

formadas cada una por un trimero de tres subunidades idénticas, que en
conjunto poseen un peso molecular de 250 kD. Entre sus funciones biologicas
cabe destacar que es responsable tanto de la fijacion del virus a los receptores
mucoproteicos de las células del epitelio respiratorio (que contienen acido N-
acetil-neuraminico) como de la fusion entre la envoltura virica y la membrana

celular?.

La neuraminidasa® (N) representa alrededor del 5% de las proteinas totales
del viridn, el cual presenta del orden de 200 moléculas de la misma. Estas estan
constituidas por cuatro subunidades idénticas que forman un tetramero de 240
kD. Su actividad funcional se caracteriza por ser una N-acetilneuraminilhidrolasa
(sialidasa), provocando la liberacion del acido N-acetilneuraminico, constituyente
de todas las mucinas. Por ello colabora con la H en los procesos de fusion y
penetracion celular asi como en la liberaciéon de nuevos viriones, difusion de los
mismos y apoptosis celular. Sobre ella actuan los modernos inhibidores entre los

que se encuentran Oseltamivir y Zanamivir®’.

Los virus gripales se clasifican por sus antigenos profundos,
fundamentalmente la nucleoproteina, en dos tipos antigénicos, Ay B. El tipo A se
subdivide en subtipos por sus antigenos superficiales (H y N), y cada subtipo
incluye un numero ilimitado de variantes definidas por las caracteristicas propias
de los antigenos superficiales de una cepa determinada. La HA ejerce las
funciones mas importantes para su infectividad, proporcionando ademas la
especificidad para receptores, las condiciones para su escision proteolitica en
HA1 y HA2, necesaria para la fusibn de membranas, paso previo a la infeccion

celular. Por ello es extremadamente importante identificar los cambios minimos
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de aminoacidos necesarios que permitan anticipar si un virus gripal aviar puede

replicarse y transmitirse eficientemente en el hombre 89,

B. DOTACION ANTIGENICA Y VARIACIONES

Los virus gripales poseen, como se ha avanzado, dos clases de antigenos.
En primer término en el centro del virion se encuentran los denominados
antigenos “internos”, que son la nucleoproteina y la proteina M1, ambos
especificos de tipo. En segundo lugar y situados externamente, estan los
antigenos “superficiales”, que son la Hemaglutinina y la Neuraminidasa, ambos
especificos de subtipo. Los diferentes subtipos se denominan con la letra inicial
H 6 N seguida de un numero arabigo convencional. En el virus gripal A se han
descrito dieciseis subtipos de H y nueve de N, pero sélo una pequefa proporcion
se implican en la gripe humana®. Tal y como se representa en la Figura 1 en las

aves se han descrito la totalidad de subtipos y en cerdos algunos de ellos.

La marcada capacidad de estos virus para sufrir variaciones en sus
antigenos les otorga una especial trascendencia desde el punto de vista
epidemiolégico, fundamentalmente cuando éstas afectan a los antigenos
superficiales. En este sentido se pueden establecer dos grandes grupos de

variaciones: menores y mayores ',

Las variaciones menores o deslizamientos antigénicos (“antigenic drift”)'?"®
que afectan sobre todo a la H y suponen la aparicién de una nueva cepa o
variante frente a la cual la poblacion tiene sélo una inmunidad parcial por
exposiciones anteriores a las cepas originarias. Con el cambio gradual de los
antigenos superficiales surge una serie de nuevas variantes, cada una diferente

de su predecesora y mas alejada del subtipo inicial, pero conservandose éste.
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Los casos de gripe que se presentan en las estaciones frias y primavera, en
forma esporadica o en brotes epidémicos mas o menos extensos, estan

producidos por las variantes menores.

T:_IZD Huéspedes T:JZO Huéspedes
H1 < Hombre ! N1 Hombre =
H2 < Hombre N2 Hombre T
H3 <~ Hombre' W N3 =
He = : N4 =
H5 € Hombre® © N5 <
HE NG ? <
HT N‘Hombre . N7 Hombre * EH‘_ =
HE N8 N‘ <
H9 T Hombre * 2 N9 L

H10-16 <

* Sin transmisién interhumana
1 . P
Linajes establecidos

? Brotes epidémicos

Figura 1. Distribucion por especies de los tipos de Hemaglutina y
Neuraminidasa

Las variantes mayores o sustituciones antigénicas (“antigenic shift”)'?'*
implican el cambio total del antigeno H, del antigeno N o de ambos. Suponen la
apariciéon de un subtipo diferente del difundido hasta entonces en la poblacion,
frente al cual ésta carece totalmente de experiencia inmunoldgica y, por
consiguiente, de inmunidad. Las pandemias gripales ocurren generalmente como
consecuencia de la aparicion de un nuevo subtipo del virus gripal A por una
variacion mayor. La periodicidad con la que ocurren las pandemias es
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desconocida’. Entre los mecanismos propuestos para su aparicién; se cita el
salto de barrera genética desde el reservorio aviar postulado como responsable
de la llamada pandemia de “gripe espariola” de 1918 u otro animal, como en la
actual situacion del virus gripal A H1N1, de origen porcino, aislado por primera
vez en México y EEUU en abril de 2009 ®.

C. ECOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

El hecho de franquear la barrera de especie desde ese reservorio no es un
evento sencillo para los virus gripales. El salto de barrera de especie a la especie
humana implica la propagacion de persona a persona de manera eficaz y
continua, lo cual precisa diversos cambios en el virus que le permitan adaptarse

al nuevo huésped y continuar en él '""°.

La epidemiologia moderna de los virus gripales asienta sobre tres pilares: el
reservorio aviar de los virus gripales, la transmision interespecie en animales y
humanos, y por ultimo; la variabilidad de los virus originada por los mecanismos

de mutacién y reordenamiento genético %°.

Para entender las claves de la ecologia de los virus de la gripe se debe tener
en cuenta la gama de hospedadores naturales para los virus gripales. El género
Influenzavirus A que comprende todos los virus gripales A; sean subtipos o
variantes menores humanas o animales, es el de huéspedes mas numerosos.
Los virus gripales A son capaces de infectar diferentes especies animales?'?2. El
estudio de su ecologia resulta fundamental para el conocimiento de la historia
natural de la gripe A.

La denominacion de los virus aislados se establece consignando las

caracteristicas que se citan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas sobre las que se asienta la denominacién de los virus
gripales humanos

Tipo antigénico: A o B

Origen geografico

Numero de la cepa en el laboratorio de origen

Ano de aislamiento

Formula de sus antigenos superficiales: subtipo H y subtipo N*

*En el caso del virus B no existe este dato

Los virus gripales A se encuentran ampliamente difundidos en la naturaleza en
diferentes especies animales. El estudio de su ecologia resulta de interés para el
conocimiento de la historia natural de la gripe A. Diversos mamiferos sufren
epizootias relevantes, en particular los cerdos (origen del actual virus gripal A
H1N1 con potencial pandémico), caballos y mamiferos marinos (focas, ballenas), y
de forma esporadica canidos, felinos, bévidos y primates; también se han descrito
casos en murciélagos, visones y renos, verosimilmente al entrar en el ciclo

ecologico de las aves salvajes®>%.

Las aves salvajes, y en particular los patos y otras especies migratorias afines,
constituyen el reservorio central de la gripe A. Pero mas que un reservorio en el
sentido epidemioldgico clasico representan un depdsito natural de un amplio “pool”
de genes; un reservorio genético en el que existen frecuentes ocasiones para la
recombinacion genética, la diseminacion por via fecal y la difusién de los virus por

todo el mundo.

Las aves domésticas constituyen un reservorio secundario relacionado con el

anterior. Entre los mamiferos, el ganado porcino ocupa un lugar destacado por la
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posibilidad de persistencia de determinados subtipos y por constituir un probable

eslabén para la infeccion humana.

La transmisién “interespecie” de los virus gripales A es un hecho comprobado,
pero la especificidad de especie es importante. Son pocos los casos de infeccidn
humana aislada con un virus de origen animal bien documentado, que no progrese

en la transmision interhumana.

La fuente de infeccion, casi en exclusividad, para el ser humano es el hombre

enfermo o portador de formas paucisintomaticas.

La transmision ocurre fundamentalmente por mecanismo aéreo directo, como
resulta obligado por la fragilidad del virus en el medio externo®. Los fenémenos de
agregacion, mas frecuentes en los meses frios y en las instituciones cerradas,
favorecen la difusion de los virus gripales, cuya transmisibilidad es una de las mas
importantes entre todas las infecciones humanas. Los fomites recientemente

contaminados pueden ser vehiculos de la infeccion.

Toda la poblacion es susceptible de padecer gripe; la unica limitacion se debe
a la existencia de inmunidad por contactos previos con virus idénticos o

antigénicamente proximos o mediante practicas de inmunizacioén activa.

La gripe se presenta en forma de brotes epidémicos mas o menos
importantes, habitualmente todos los afios y durante los meses frios, como
consecuencia de las variaciones menores de los virus A y B. Las epidemias
progresan en la poblacion a través de los grupos familiares y en las instituciones
cerradas (tales como guarderias, colegios o residencias de ancianos) y pueden
afectar a la mayoria de las personas.

La gripe A puede ocasionar pandemias como consecuencia de la aparicion de

variantes mayores frente a las que la poblacion carece absolutamente de
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inmunidad. Se presentan varias ondas epidémicas, que no ocurren

necesariamente en los meses frios, y afectan en pocos meses a todo el mundo.

Desde el punto de vista de la salud publica su importancia reside tanto en la
elevada morbilidad que origina en las poblaciones, como en la mortalidad que
puede ocasionar, tanto de forma directa como por agravamiento de otras
enfermedades de base, sobre todo de naturaleza cronica cardiorrespiratoria en

grupos denominados de riesgo?*?’.

De manera complementaria origina importantes costes sociales y sanitarios,
derivados del absentismo laboral y escolar que provoca y merced a los gastos que

ocasiona su asistencia.

Cabe apuntar en el ambito de la epidemiologia que el protagonismo que ha
alcanzado el virus de la gripe A se remonta hasta donde conocemos hasta finales
de 1997, fecha en la que tuvo lugar en Hong Kong (China) un brote de gripe aviar
ocasionado por este agente. Ademas de los millones de aves afectadas se
registraron al menos 18 casos en humanos, seis de ellos mortales. Con
posterioridad se han documentado otros episodios por virus gripal A aviar del
subtipo HIN2 en China; por H7N7 en Holanda en 2003 con un caso mortal y en
2004 en Canada por H7N3, hechos que ilustran el vinculo existente entre virus
gripales humanos y animales. Este riesgo se ha visto confirmado por el brote
actual del subtipo A H5N1 en Asia con casi cinco centenares de casos, mas de la
mitad mortales; hasta el momento actual. La endemia asiatica del subtipo H5N1, la
existencia de infecciones silenciosas o asintomaticas en aves domésticas, la
infeccién de otros mamiferos y la posible transmision de persona a persona son
acontecimientos epidémicos que justifican la preocupacion expresada por los

expertos y por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) por este subtipo

aviar’®?
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Desde abril de 2009 se ha sefialado el protagonismo del virus de la gripe A
H1N1, representado en la figura 2, de origen porcino aunque con algun
componente aviar, que ha ocasionado varios miles de casos en humanos en los

cinco continentes y que se transmite eficientemente entre personas.

Servicio de Microscopia Electronica
CNM, ISClil

s LI Er

Figura 2. Microfotografia tomada mediante Microscopia Electronica de un cultivo
de virus pandémico (H1N1) 2009 a partir de una muestra respiratoria de un

paciente positivo. Fuente: CNM, Instituto de Salud Carlos Il

El origen del virus pandémico (H1N1) 2009 ha sido una de las principales
lineas de investigacion de los laboratorios de virologia desde el comienzo de la
pandemia. Los virus que han circulado en el cerdo se dividen en dos tipos: 1).
Virus de la gripe clasica porcina, muy similares genética y antigénicamente al virus
H1N1 de 1918 que circulé en el ser humano y 2). Virus porcino Eurasiatico que

circuld en cerdo desde 1979%.

El virus pandémico A H1N1 2009 presenta segmentos gendmicos de ambos

tipos de virus de cerdo: la NA, que corresponde al subtipo N1, y el segmento que
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codifica la proteina matriz pertenecen a virus del linaje porcino Eurasiatico,
mientras que la HA, que corresponde al subtipo H1, y otros segmentos internos,
NP y NS, se incluyen en el linaje de la gripe porcina clasica. EI complejo de la
polimerasa presenta dos segmentos o subunidades, PB2 y PA, que proceden de
virus porcinos que han sido el resultado de una triple reorganizacién y
originariamente eran de origen aviar. Finalmente, la tercera subunidad de la
polimerasa PB1 es codificada por un segmento viral porcino resultado de la triple
reorganizacion cuyo origen eran virus humanos®'. En la figura 3 se representa

esquematicamente el origen y procedencia de cada elemento viral.

1998 %
_—

1968 1998 ﬂ

1918 ripe porcina
—_—> Clasica
1979 Gripe porcina
_— ﬂ Eurasiatica

Figura 3. Origen y caracteristicas de los diferentes segmentos genémicos del virus
pandémico (H1N1) 2009. Fuente: Garten et al. 2009°".

HA, NP, NS HA,NP,NS

NA, M

L

NA, M
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D. DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE LA GRIPE

Para el diagndstico de la gripe resulta fundamental su documentacion
virolégica, que representa una ayuda primordial en el manejo del paciente y en el
control de los brotes epidémicos anuales®?. Desde un punto de vista tedrico este
diagnostico puede adoptar una doble estrategia. De una parte la que se
fundamenta en métodos directos, como son los capaces de recuperar el virus
mediante su aislamiento en cultivo celular y aquellos que permiten detectar la
presencia del virus en las secreciones respiratorias del paciente (deteccion de
antigenos y de &cidos nucleicos). De otra parte se situa la estrategia de
diagnéstico indirecto que valora la induccion de una respuesta inmunitaria de tipo

humoral a través de la deteccion de anticuerpos especificos en suero.

Tanto la deteccién de antigenos como de acidos nucleicos permiten la
realizacion de un diagnostico de laboratorio rapido y ayudan a la toma de
decisiones terapéuticas. Por el contrario, el aislamiento en cultivo celular es un
diagnodstico lento y tardio en la historia natural de la infeccién gripal, pero de
extraordinaria importancia en la caracterizacion de los virus de la gripe ya que
permite realizar estudios epidemioldgicos, antigénicos y filogenéticos con objeto
de controlar y actualizar continuamente los datos de la circulacion de estos virus,
sobre los que se basan las recomendaciones anuales de composicion de la

33,34

vacuna de la gripe En la actualidad, el interés de la serologia reside

principalmente en la realizacion de estudios poblacionales de cobertura vacunal.

La condicion fundamental a la hora de valorar las muestras obtenidas a partir
del tracto respiratorio es que éstas deben contener el mayor numero posible de
células epiteliales, que son en las que fundamentalmente se replica el virus. En
este sentido resultan apropiadas para la investigacion de virus gripales las

muestras respiratorias tales como los frotis de faringe o nasofaringeos y los

22
Silvia Rojo Rello




Introduccidn

lavados o aspirados nasales o bronquiales®. Estas muestras deben ser tomadas
durante los primeros dias de la enfermedad. De manera concomitante se puede
intentar documentar la presencia de virus gripales en un amplio abanico de
muestras clinicas, tanto del tracto respiratorio: frotis faringeo y nasofaringeo,
lavado nasofaringeo (lactantes/nifios), lavado broncoalveolar, aspirado
transtraqueal, traqueobronquial, biopsia/necropsia pulmonar; como en otras

muestras: exudado o6tico, liquido pleural/pericardico, heces, exudado conjuntival.

La realizacién del transporte de las muestras debe realizarse a 4°C (o en su
defecto congeladas a -70°C-80°C) con objeto de asegurar la infectividad de las
particulas viricas. La recuperacion de los virus gripales a partir de la muestra se
favorece utilizando un medio de transporte adecuado, que consiste en una
solucioén salina a pH neutro con estabilizadores de proteinas, como el suero de
albumina bovina, y antibiéticos para reducir el crecimiento de bacterias que

integran la microbiota acompanante.

¢ Aislamiento mediante cultivo

Desde el punto de vista genérico los virus de la gripe son capaces de
replicarse en diferentes lineas celulares primarias, diploides o continuas, aunque
la susceptibilidad a la infeccion es baja en la mayoria de ellas. La linea celular mas
comunmente utilizada son las células Madin Darby de RifAén de Perro (MDCK).
Las lineas celulares inoculadas con las muestras respiratorias de los pacientes se
incuban a 33-35°C en presencia de tripsina para asegurar la activacién proteolitica
de los virus. La caracterizacion del virus aislado se efectua por

inmunofluorescencia mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales.

Entre las limitaciones del aislamiento de los virus de la gripe cabe apuntar el

tiempo que se requiere para su crecimiento e identificacion en cultivo celular (4-7
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dias) aunque existen varios métodos capaces de detectar la presencia de los virus

de la gripe de modo mas precoz.

e Deteccién de antigenos viricos

Los métodos basados en la deteccion de los antigenos viricos presentan
como matiz adicional su independencia de la infectividad del virus, aunque la
calidad de la muestra si es muy importante, ya que debe estar en condiciones
optimas después de la recogida y el transporte hasta el laboratorio. Entre sus
ventajas destaca el hecho de que permite una rapida obtencién de resultados,
generalmente en unas pocas horas después de la recepcion de la muestra. Como
limitacion destacable cabe apuntar que los resultados a menudo son dificiles de
interpretar, la especificidad dependera de la experiencia del personal que los
realice y la sensibilidad suele ser baja. Los métodos de inmunofluorescencia y EIA
(enzimo-inmuno analisis) se emplean habitualmente para la deteccién de los
antigenos virales directamente en la muestra clinica o bien en las células del

cultivo en las que previamente se ha inoculado la muestra®.

En principio los antigenos virales utilizados generalmente para el diagnéstico
son las moléculas que se situan en la superficie del virus, la hemaglutinina y la
neuraminidasa, y que también pueden encontrarse frecuentemente en la superficie
de las células infectadas®’. No obstante, puesto que estas moléculas estan
sometidas a una continua variacion evolutiva, también es posible emplear otras
proteinas menos accesibles del virus, como la nucleoproteina, y por ello menos
variables. Un aspecto adicional es que con objeto de realizar vigilancia y estudios
epidemiolégicos, es importante realizar el subtipado de los virus de la gripe A. La
diferenciacion del virus de la gripe A del tipo B es tan importante como la
diferenciacion de los subtipos H1 y H3 dentro de los virus de la gripe A. Por ello,
también se comercializan actualmente anticuerpos monoclonales que permiten

distinguir especificamente el subtipo H1 del H3.
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Se han comercializado también técnicas de inmunocromatografia capilar y de
enzimoinmunoanalisis de membrana que posibilitan detectar la presencia de virus
gripales o sus antigenos en pocos minutos y de lectura visual sin la necesidad de
instrumental. Estos ensayos ofrecen resultados rapidos y pueden ayudar al clinico
en el tratamiento individual de los pacientes. No obstante, su utilidad se ve limitada
debido a su elevado coste y baja sensibilidad y especificidad. Por su amplia
implantacién en la asistencia urgente y en el ambito pediatrico se recoge en la
Tabla 3 diferentes pruebas de deteccion rapida disponibles en el momento actual
aludiendo a sus caracteristicas operacionales intrinsecas®. Cabe apuntar que en
el caso de la nueva variante pandémica del virus de la Gripe A H1N1 2009 la
sensibilidad de estas pruebas oscila entre el 29 y el 65%, si bien la especificidad
es aceptable. Un resultado negativo no excluye la obligacién de emplear otras

técnicas de diagnostico®.
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Tabla 3. Distintas pruebas de deteccién rapida de antigenos disponibles para virus

gripales.

Nasofaringea

Directigen Flu | Becton- | A Aspirado y lavado | 67-96% 88-100%
A® Dickinson nasal,
torunda
nasofaringea
Directigen Flu Becton- | AyB | Aspiradoy lavado | A: 96% A: 99,6%
A+B® Dickinson nasal, B: 88% B: 96,8%
torunda
nasofaringea
FLU OIA® Biostar AyB | Aspirado nasal, | 62-88% 52-80%
esputo
torunda
nasofaringea
FLU OIA A/B® | Biostar AyB | Aspirado nasal, 80-95% 60-70%
esputo
torunda
nasofaringea
XPECT FLU | Remel AyB | Lavado nasal, | A:89-100% | A: 100%
A&B® torunda B:93-100% | B: 100%

Silvia Rojo Rello
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NOW Influenza
A&B®

QuickVue
Influenza
Test®

QuickVue
Influenza
A+B®
Test

SAS FluAlert®

ZstatFlu®

Clearview
Exact Influenza
A&B®

Binax

Quidel

Quidel

SA

Scientific

Zyme Tx

Inverness

AyB

AyB

AyB

AyB

AyB

Lavado
torunda

Nasofaringea

Aspirado y lavado

nasal,
torunda

nasofaringea

Aspirado y lavado

nasal,
torunda

nasofaringea

Aspirado y lavado

Nasofaringeo

Torunda

nasofaringea
Lavado
torunda

nasofaringea

e Deteccion de Acidos Nucleicos

nasal,

nasal,

A: 100%
B:92-100%

73-81%

A: 72-77%
B: 73-82%

65-84%

65-96%

A: 81,7%
B: 88,6 %

A: 92-93%
B: 94-99%

96-99%

A: 96-99%
B: 96-99%

95-99%

77-98%

A: 98,5%
B: 97,4%

Las técnicas moleculares de diagndstico que permiten la deteccion de acidos

nucleicos estan basadas en la busqueda y el reconocimiento del genoma virico en

la muestra clinica o en el cultivo viral. El empleo de estos métodos se esta

incrementando rapidamente, habiendo transformado el diagndstico de otras

entidades infecciosas de etiologia virica®. Si bien el papel de estos métodos en la

rutina diagnéstica de la infeccion respiratoria y en la deteccion y caracterizacion de
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virus gripales en particular, es aun limitado y de reciente incorporacion. En la
Tabla 4 estan resumidos algunos de los métodos moleculares que pueden ser

utilizados en la deteccidn y/o caracterizacién de virus gripales.

e Técnicas de amplificacion gendémica basadas en la reaccidon en cadena de

la polimerasa (PCR)

La técnica mas utilizada es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
tanto en su vertiente clasica o PCR a tiempo final como la PCR a tiempo real. En
ambas la reaccion de amplificacion tiene que ir precedida de una transcripcion
reversa para transformar en ADN cualquiera de los 8 segmentos de ARN que
contiene el genoma de los virus de la gripe A y B o de los 7 segmentos del

genoma del virus de la gripe C*.

Habitualmente estas técnicas de PCR se encuentran disenadas en genes muy
conservados como los que codifican para la proteina matriz (M), la nucleoproteina
(NP) o el segmento génico NS, que nos van a permitir diferenciar entre los tres
géneros: Influenzavirus A, B o C. Otros genes diana considerados de interés en el
conocimiento de la infeccidn por virus gripales, y en concreto en la deteccion de
Influenzavirus A, son la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA), los cuales

nos van a permitir conocer el subtipo del virus gripal.

Los subtipos mas importantes desde el punto de vista clinico-epidemioldgico
son H3N2 y H1N1, por ser los virus de caracter epidémico que circulan en el ser
humano durante las temporadas de gripe. Desde 1997, afio en que se produjo el
salto interespecifico del virus del subtipo H5N1 con elevada mortalidad*'!, y mas
recientemente desde abril de 2009 con la aparicion del virus de la gripe A H1N1
2009 su deteccion supone un gran interés, por tratarse de un virus pandémico con
repercusion a nivel mundial*.

Uno de los principales inconvenientes de la PCR convencional o a tiempo final

es que se trata de un método cualitativo, que muchas veces requiere la aplicaciéon
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de una PCR secuencial (PCR anidada o nested-PCR) para obtener una
sensibilidad similar a la que se alcanza utilizando una PCR a tiempo real, lo que
comporta mas carga de trabajo, un incremento del tiempo necesario hasta la

obtencién de los resultados y un mayor riesgo de contaminaciones.

La utilizacion de métodos de PCR a tiempo real permiten la cuantificacion,
ademas de reducir el riesgo de contaminaciones y el tiempo requerido en la
emision de los resultados, eliminando la necesidad de un analisis posterior de los
amplicones obtenidos. Si a esto se anade la posible utilizacion de una PCR
multiple que ademas de detectar los tres géneros de virus gripales con interés
humano permitan el subtipado de los virus gripales A y/o la deteccion simultanea
de otros patdgenos implicados en la infeccion respiratoria, el valor de esta

metodologia se ve incrementado notablemente****.

En aras a garantizar la necesidad de efectuar un diagnéstico rapido estan
disponibles diversos ensayos comerciales de PCR a tiempo real; algunos permiten
s6lo detectar Influenzavirus A y B, mientras que otros posibilitan diagnosticar la
infeccidn por subtipos especificos como el aludido H5N1 y el A H1N1 2009 (Tabla
5). La FDA ha aprobado un ensayo de PCR a tiempo real para la identificacion del
sublinaje asiatico de virus gripales A del subtipo H5 desarrollado en los CDC y
desde la pasada primavera se alientan los correspondientes a la nueva variante
del subtipo H1IN1%°. La OMS también ha publicado procedimientos para la
deteccion de estos dos subtipos en humanos utilizando RT-PCR convencional y

PCR a tiempo real.
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e Técnicas de hibridacion

Se trata de técnicas que permiten el procesamiento de una elevada cantidad
de muestras por cada ensayo y entre ellas cabe destacar las basadas en PCR
acoplada a enzimoinmunoanalisis (PCR-EIA) y los microarrays o biochips que
posibilitan el analisis simultdaneo de varios genes pertenecientes a un mismo

organismo™®.

La modalidad de PCR-EIA consiste en una amplificacion cuyos productos se
detectan mediante sondas en solucion marcadas. La union de la sonda se detecta
mediante un enzimoinmunoanalisis cuyo anticuerpo es reactivo frente al marcador.
En la actualidad existe una técnica comercial basada en la PCR-EIA: Hexaplex®
(Prodesse, Inc., Milwaukee, Wis.) capaz de diferenciar gripe A y B ademas de
detectar virus parainfluenza 1, 2, 3 y virus respiratorio sincitial*’.

Los microarrays o biochips son técnicas para el tipado y subtipado de virus
gripales que utilizan la hibridacidén con sondas, en este caso inmovilizadas en una
superficie, y que se incuban con el material genético a analizar marcado®®.
Destaca el Mchip que es un microarray de baja densidad (15 oligonucledtidos
marcados) dirigidos frente al gen que codifica para la proteina M de los virus
gripales A, que al coevolucionar con los antigenos de superficie (HA y NA) permite
obtener informacion sobre el subtipo y el FluChip compuesto por 55 sondas
capaces de detectar virus gripales B y diferenciar todos los subtipos de
Influenzavirus A*°. Cabe citar que también estan disponibles métodos comerciales

para la aplicacion exclusiva en el tipado y subtipado de virus gripales.

e Caracterizacion genética de los virus gripales.
La dotacion gendmica fragmentada de los virus gripales estd compuesta de

ARN monocatenario de polaridad negativa. La replicacion y transcripcion de estos
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segmentos a cargo de la ARN polimerasa ocasiona errores por carecer de
actividad reparadora, originando mutaciones que se conocen como variaciones
menores, deriva genética o drift. La frecuencia con la que ocurren
espontaneamente estas mutaciones es mas elevada para las proteinas de
superficie, hemaglutinina y neuraminidasa, que son los principales determinantes
antigénicos, siendo las tasas de mutacion menores para el resto de segmentos

geénicos.

Otra particularidad genética que presentan los virus gripales A es su
capacidad de recombinacion que puede tener lugar entre los segmentos génicos
de virus de distintos origenes (mamiferos, aves) *°. Si en este reordenamiento
estan implicados los segmentos que codifican para las glucoproteinas de
superficie, puede originarse un nuevo subtipo de virus que nunca haya circulado
entre la poblacién humana, dando lugar a un virus con potencial pandémico tal y
como ya ha ocurrido*?. Estos fendmenos de cambio e intercambio genético son los
que determinan la alta variabilidad de los virus gripales y la importancia y
necesidad de realizar una caracterizacion genética en el contexto de la vigilancia

de la infeccion gripal.

La amplificacion de los acidos nucleicos por PCR puede llevarse a cabo
directamente en las muestras respiratorias proporcionando un método diagnostico
que puede acoplarse a técnicas de tipado rapido y caracterizacion, como la
determinacion del polimorfismo del virus en funcion de los fragmentos obtenidos
tras la digestion del mismo con enzimas de restriccion (RFLP: Restriction
Fragment Length Polymorphism) y especialmente, la secuenciacion de fragmentos

de los genes.

En los ultimos afios la caracterizacion genética de los virus gripales ha

experimentado un gran avance gracias al desarrollo de técnicas rapidas de PCR 'y
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a la introduccién de secuenciadores automaticos que permiten la caracterizaciéon
genética de los linajes de virus circulantes, mejorando el seguimiento de la
evoluciéon de los virus de la gripe y la calidad de los datos de vigilancia de la
circulacion de los mismos®'. Esta se centra en el estudio de los virus gripales A y B
debido a que la gripe C apenas sufren cambios genéticos, en general carecen de

estacionalidad y habitualmente producen casos esporadicos®.
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Tabla 4. Diversas caracteristicas de los métodos moleculares disponibles para la deteccion de virus gripales.

Puede ser multiple

PCR simple Sensible 'y especifico. Permite analisis | Una diana por ensayo
posteriores del producto amplificado

PCR multiple Sensible y especifico. Permite detectar mas de | Los métodos no comerciales requieren una optimizacion
una diana por ensayo. Permite analisis | exhaustiva para asegurar la ausencia de falsos negativos y la
posteriores competicion entre iniciadores

PCR-EIA Sensible y especifico. Elevado rendimiento. | No permite el andlisis posterior de los productos. Requiere
Puede ser multiple evaluacion y validacion minuciosa antes de la rutinizacion

PCR a tiempo | Sensible y especifico. Rapido. Permite | Requiere equipamiento especifico. No siempre es posible el

real cuantificar. analisis del producto. La capacidad de analizar varios genes o

patdgenos en formato mdultiple esta limitada por las

caracteristicas del termociclador

Deteccion de muchas dianas en un solo ensayo

NASBA Sensible y especifico. Permite cuantificar Utiliza tres enzimas. Procedimiento largo y costoso. No siempre
es posible el analisis del producto
Microarrays Sensible y especifico Requiere equipamiento especifico y amplio desarrollo

No permite el analisis posterior de los productos
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Tabla 5. Diferentes métodos comerciales para la deteccion de virus gripales mediante amplificacion genémica a tiempo real

o

-

Artus® Influenza RT-PCR Kit Qiagen, Bonsai Lightcycler® | Influenzavirus A+B
diferenciar entre virus gripales Ay
B

Artus® Influenza/H1 RG/LC RT-PCR Qiagen, Bonsai Lightcycler® | Influenzavirus A+B | Detecta ambos y permite

Kit y HIN1 nv diferenciar entre virus gripales Ay
B asi como subtipar

LightMix for Influenza A H1N1 virus Roche Lightcycler® | Influenzavirus A Debemos transformar el ARN viral

detection H5N1 en ADNc en un ensayo

(TIB Molbiol) independiente.

LightMix® for the detection of Avian Roche Lightcycler® | H5 Debemos transformar el ARN viral

Influenza A Virus en ADNc en un ensayo

(Subtype Asia) H5 (TIB Molbiol) independiente

Flu A/B Analyte Specific Reagent IZASA SmartCycler | Influenzavirus Ay B | Diferencia entre ambos tipos de

(Cepheid) ® virus

TagMan® Influenza A/H1N1 Detection | Applied ABI PRISM® | Influenzavirus A Deteccion de Influenzavirus A'y

Kit Biosystems H1N1 subtipados pero en ensayos

separados
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e Deteccion de la Respuesta Inmunitaria Humoral Especifica

La documentacion indirecta de la infeccién por los virus de la gripe se
realiza mediante ensayos serologicos, en los cuales se detecta la presencia de
anticuerpos frente al antigeno hemaglutinina del virus gripal en el suero de un
paciente. Esta aproximacioén al diagndstico de la gripe, raramente se utiliza en
la practica clinica habitual, aunque puede ser una herramienta basica en la
vigilancia epidemioldgica de la circulacién de los virus gripales®. No obstante,
un analisis retrospectivo puede establecer un diagndstico clinico en ausencia
de aislamiento de virus a partir de la muestra o de deteccién de sus antigenos

0 acidos nucleicos.

Entre las limitaciones para efectuar un diagndstico serolégico eficiente se
cita la necesidad de evaluar muestras de sueros en pares. Esto se requiere
debido a que la infeccion por los virus de la gripe es frecuentemente una
reinfeccion. Asi, debe constatarse un incremento significativo del titulo de
anticuerpos entre dos muestras consecutivas separadas entre dos y cuatro
semanas>. Los ensayos mas frecuentemente utilizados son la reaccion de
fijacion del complemento, la inhibicion de la hemaglutinacion y la neutralizacién.
No obstante, los dos ultimos constituyen la base del analisis de la respuesta
serologica frente a la infeccion gripal y permiten determinar la concentracion de

anticuerpos frente a los antigenos especificos de subtipo y de variante.

La reaccion de fijacion del complemento se utiliza para la determinacion de
anticuerpos frente a la nucleoproteina de los virus de la gripe, que es altamente
conservada, a diferencia de la hemaglutinina, se emplea basicamente para
diferenciar en el suero de pacientes la presencia de anticuerpos dirigidos frente
a los virus de la gripe tipos A y B. Estos ensayos tienen un valor importante en
el caso de la circulacidon de nuevas variantes antigénicas, frente a las cuales no
haya disponibilidad de anticuerpos monoclonales frente a la hemaglutinina,
altamente variable en funcion de la deriva genética de los virus gripales.
También tiene utilidad en el caso de transmision de los subtipos del virus de la
gripe A entre distintas especies®. No obstante, el aumento en el titulo de
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la fijacion del complemento después de una infeccion gripal es lento y el
ensayo por si solo tiene una sensibilidad relativamente baja. Por otro lado, este
ensayo solamente mide las clases de anticuerpos que estan implicadas en la

fijacion del complemento.

La inhibicion de la hemaglutinacion se emplea habitualmente para el
diagndstico y tipado de los virus de la gripe A y B y para el subtipado de los
virus de la gripe A (H1 y H3). El titulo de anticuerpos presentes en una muestra
de suero, calculado mediante esta técnica, se relaciona de manera fidedigna
con la proteccién o susceptibilidad del paciente frente a la infeccion gripal®. Por
ello se utiliza ampliamente para medir la respuesta del paciente a la
administracién de la vacuna de la gripe. Sin embargo, la realizacion e
interpretacion de esta técnica es compleja y, frecuentemente, subjetiva, por lo
que precisa para su realizacion de personal cualificado. Es por ello muy
habitual que esta técnica carezca de reproducibilidad cuando es realizada por
distintos laboratorios. Por otro lado, aunque su ventaja mas evidente es su

elevada especificidad, se contrarresta por la baja sensibilidad.

El fundamento basico del ensayo de neutralizacion del suero es la

inhibicion de la replicacion viral mediante anticuerpos especificos. Los titulos de
anticuerpos neutralizantes presentes en el suero del paciente, obtenidos
mediante esta técnica, se correlacionan perfectamente con los obtenidos en los
ensayos de inhibicion de hemaglutinacion. EI mayor inconveniente que
presenta esta técnica es que los anticuerpos monoclonales utilizados tienen
que ser validados a menudo con objeto de comprobar que son capaces de

reaccionar frente a las nuevas variantes de virus de la gripe.
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E. RECUERDO HISTORICO Y PANDEMIAS PRECEDENTES

Antes de la aparicién del SIDA, la gripe se calific6 como la ultima gran peste
de la humanidad®. A este calificativo contribuyeron, sobre todo, los
devastadores efectos de la pandemia de 1918, punto de referencia obligado en
toda reflexion sobre esta enfermedad.

Hasta los primeros aislamientos del virus gripal, logrados a partir de 1930,
es imposible reconstruir la historia de la gripe con precision. Sin embargo son
abundantes las descripciones clinicas y epidemiolégicas que permiten

identificar la enfermedad mucho antes del siglo XX.

La gripe es sin duda una infeccion humana muy antigua. El término
influenza es la forma italiana del latin influencia, y se utilizé en el siglo XV para
designar epidemias atribuidas a influencias de las estrellas y planetas o de
poderes ocultos. Los autores ingleses aceptaron el término italiano (influenza)
en el siglo XVIII. En esta época, los autores franceses prefirieron el nombre en

castellano, con clara referencia al componente catarral de la enfermedad.

Probablemente, la primera epidemia que puede atribuirse al virus gripal de
forma inequivoca es la que ocurrié en Europa durante los afios 1173 y 1174.
Previamente existen numerosas referencias sugestivas, incluso en escritos de
Hipdocrates relativos a una epidemia en el afio 412 a. de JC. Pero no puede

excluirse la confusidn con otros procesos febriles.

Existen claras descripciones que permiten suponer que en Europa se
produjeron por lo menos 38 epidemias importantes entre los siglos XII y XVIII;
una en el Xll, ninguna en el XIll, tres en el XIV, cuatro en el XV, siete en el XVI

ocho en el XVII y quince en el siglo XVIII.

Es evidente que estas cifras estan influidas por la progresiva mejora de los

datos disponibles.
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En el siglo XIX, los datos clinicos y epidemioldgicos son ya muy completos y
aseguran que la gripe mostré6 una importante actividad epidémica en 16
ocasiones entre 1800 y 1875. En 1889 ocurrié una gran pandemia que afect6 a
todo el mundo y que merece un comentario diferenciado, tanto por su
importancia como por haber podido ser estudiada retrospectivamente a la luz

de los conocimientos cientificos sobre el virus gripal.

La infeccidn gripal deja una huella duradera de su estimulacién del sistema
inmunitario, y el estudio de la presencia de anticuerpos frente a los antigenos
superficiales del virus en individuos de diferentes edades permite reconocer los

caracteres de los virus que los infectaron en el pasado.

A partir de 1957 se profundizé en el estudio de los sueros obtenidos de
personas nacidas desde 1880. Los resultados, contrastados con los informes
histéricos, han desarrollado una nueva rama de la seropidemiologia,
denominada seroarqueologia, gracias a la cual se conoce con razonable
seguridad la constitucion antigénica de los virus gripales difundidos en la
poblacion humana entre 1889 y 1933%, fecha de aislamiento del primer virus

gripal humano.

Pandemia de 1889-1891. En la primavera de 1889 se inicié una gran
pandemia gripal detectada en Siberia, que en los meses siguientes afectd a
toda Rusia. Entre noviembre de 1889 y enero de 1890 la epidemia difundié a
Europa, América y el resto del mundo, sin que practicamente ningun pais
quedara indemne. Como ocurre en todos los casos de gripe pandémica, se
presentaron varias ondas en los afos sucesivos, cuya situacion cronologica
vario de unos paises a otros. En conjunto, la pandemia de 1889-1891 destaco
mas por su enorme difusion y elevada morbilidad que por su letalidad, aunque

ésta no fue desdenable entre las personas de mayor edad.

A la luz de las investigaciones seroepidemioldgicas, es razonable pensar

que la pandemia de 1889 estuvo originada por la aparicion de una nueva
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variante de virus gripal A, que presentd por primera vez en los tiempos
abordables cientificamente la hemaglutinina H2. Desde 1893 a 1898 la
actividad gripal en la poblacién humana fue reducida, con escasa repercusiéon
sobre la mortalidad, y probablemente estuvo ocasionada por la misma variante
antigénica responsable de la epidemia de 1889. Sin tenerse noticia de una
presentacion pandémica, durante los afios 1899 y 1900 aumentaron
considerablemente los casos de gripe en Europa y América, con un nuevo e
importante aumento de la mortalidad por esta rubrica y repercusién en las tasas
de mortalidad general. Los estudios seroldgicos sugieren claramente que el
virus responsable diferia del causante de la epidemia de 1889 en la
hemaglutinina y probablemente también en su neuraminidasa. Su férmula
antigénica debid corresponder al subtipo H3N8. Entre 1900 y 1917 la

mortalidad por gripe fue escasa e intermitente, sin episodios destacables.

Pandemia de 1918-1919. En 1918 y 1919 la poblacion mundial
experimenté el mas grave conflicto epidémico de que se tiene constancia
histérica. Esta afirmacién se fundamenta en la extension geografica de esta
gripe pandémica, que abarco practicamente a todos los paises del globo, en su
morbilidad, puesto que enfermé mas del 50% de la poblacién mundial, y en su
elevada tasa de mortalidad, que en promedio fue del 3%, con mas de 20

millones de defunciones.

El origen de la pandemia sigue siendo incierto. Sin embargo, en la época
fue conocida, y aun se la conoce asi, como gripe espanola a pesar de que la
mayoria de los informes sefalan los primeros casos en otras localizaciones. El
tema suscitd una apasionada polémica en la bibliografia médica de entonces
que aun prosigue. Segun Kaplan y Webster®®, “Espafia obtuvo esta dudosa
distinciéon como consecuencia de la practica de la censura impuesta por las
tropas aliadas y alemanas, y el escaso deseo de las autoridades de reconocer
una incapacidad tan amplia entre sus tropas”. Segun algunos autores, la
epidemia en China precedi6 a la europea y se desarroll6 independientemente,

sugiriéndose la hipotesis de que la enfermedad llegara a Francia con la
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importacion de 200.000 trabajadores chinos para trabajar en la retaguardia de
los ejércitos aliados. Esta teoria es congruente con la suposicion de que
diversas cepas pandémicas se han originado en China. Otra hipétesis situa el
origen de la pandemia en Estados Unidos. Los registros del ejército
norteamericano situan exactamente los primeros casos de gripe entre las
tropas acampadas en Fort Riley en Kansas en marzo de 1918%. Sin embargo,

no se ha podido demostrar que desde alli difundiera al resto del mundo.

La pandemia se desarrollé en tres oleadas. La primera se produjo en la
primavera de 1918 y fue comparativamente benigna, sin que se le prestara
especial atencién. La segunda onda comenz6 en otofio; fue auténticamente
“asesina”, con una morbilidad elevadisima y una mortalidad que en algunas
zonas llegd al 10% de los afectados; alcanz6 su maximo en octubre vy finalizo
en diciembre. La tercera onda, mas inconstante segun las areas, se produjo

entre febrero y mayo de 1919.

Una caracteristica singular y no explicada de la pandemia de 1918, fue la
especialmente alta letalidad en el grupo de edad de 20 a 40 afios, en el que se

concentraron caso la mitad de las defunciones.

Aunque en todo el mundo la epidemia revistid caracteres dramaticos,
algunos datos resultan especialmente significativos. En Estados Unidos®® el
nuamero de defunciones fue superior a 500.000; la gripe ocasioné 43.000
muertos entre sus tropas, el 80% del numero total de norteamericanos muertos
en la Gran Guerra; algunas zonas de Alaska vieron reducida su poblacién a la
mitad. En los paises menos desarrollados, donde la obtencion de datos fiables
es mas dificil, las consecuencias pudieron ser aun mas catastroficas; asi,
segun algunos autores, en la peninsula Indostanica el numero de muertos pudo

ser de 20 millones, similar al considerado como balance a nivel mundial.

En Espaia la epidemia curs6 también en tres ondas, siendo especialmente
grave la segunda en los meses de septiembre, octubre y noviembre de 1918.

Se caracterizé por su elevada morbilidad y mortalidad, especialmente en los

Silvia Rojo Rello 40




Introduccidén

sectores jovenes de la poblacién, y por la presencia de neumonias y
bronconeumonias fulminantes, con sobreinfeccidén frecuente por Haemophilus
influenzae. Oficialmente el numero de defunciones en Espafa alcanzo la cifra
de 140.000.

Las investigaciones tendentes a dilucidar las caracteristicas del virus causal
de la pandemia de 1918-19 y las razones de su gran virulencia han sido
innumerables. El estudio antigénico y genético de las cepas de virus humanos
y animales aisladas desde 1930 y el estudio de los sueros de personas nacidas
antes de 1918 permiten afirmar que el virus de aquella pandemia presentd un
gran salto antigénico con una H y una N no existentes en las cepas que
difundieron en los 30 afios anteriores. Su composicion antigénica debid de ser
muy similar a la de un virus Hsw1N1 responsable de la gripe porcina®. La
presentacion de epidemias porcinas mas 0 menos simultaneamente en
diversas zonas geograficas confirma esta suposicion. Los motivos de la gran
agresividad del virus de 1918 siguen sin conocerse. No es razén suficiente la
inexistencia en aquella época de antibidticos para combatir las
sobreinfecciones bacterianas. En la década de los cincuenta se practicé la
exhumacion de los cuerpos de fallecidos durante la pandemia enterrados en el
helado suelo de Alaska intentando el aislamiento del virus causal con resultado
negativo®. Las investigaciones sobre las caracteristicas del virus gripal de
1918 se vieron, al fin, coronadas por el éxito en 1997. Investigadores del Armed
Forces Institute of Parhology en Washington61 estudiaron por ampliacion
gendmica (reaccion en cadena de la polimerasa-retrotranscriptasa, RT-PCR)
muestras fijadas en formol y conservadas en aquel centro de tejidos
pulmonares de soldados fallecidos durante la pandemia; en una muestra con
manifestaciones histopatolégicas de neumonia virica de uno de los soldados
identificaron hasta 9 secuencias de 5 segmentos del virus gripal A causal (H, N,
NP, M1 y M2). Los genes identificados corresponden, como se sospechaba, a

un nuevo virus H1N1 de origen porcino.

41
Silvia Rojo Rello




Introduccidén

Pandemia de 1947. Prevalencia de subtipo H1N1. El virus A aislado en

1933 circuld entre la poblacién humana produciendo brotes epidémicos de

moderada importancia hasta 1947. Dicho virus, de constitucion H1N1, estaba
relacionado antigénicamente con el virus precedente y, en la nomenclatura hoy

abandonada, se le denomind subtipo AO.

En 1946 se aisld6 en Australia una cepa de virus A con un acusado
deslizamiento antigénico en su hemaglutinina. Una cepa similar ocasioné en
1947 una extensa epidemia que afectd a Europa en 1948. En los afios
siguientes se alternaron periodos de escasa actividad gripal con epidemias de
moderada morbilidad y mortalidad que afectaron extensas partes del mundo,
especialmente en los anos 1950, 1952-1953 y 1955-1956. Los estudios
virolégicos permitieron comprobar que todos los virus causales estaban
relacionados antigénicamente y se los denominé subtipo A1; las cepas aisladas
en los sucesivos brotes presentaban variaciones menores, confirmandose el

concepto de deslizamiento antigénico.

Pandemia de gripe asiatica de 1957. Prevalencia del subtipo H2N2. En
1957 aparecié bruscamente un nuevo virus gripal dotado de una amplia
capacidad de difusion que produjo cuadros gripales que, por el inequivoco
origen de la pandemia, se denominaron popular y genéricamente gripe asiatica.
El virus no parecia tener relacion antigénica alguna con los virus precedentes,
por lo que se lo bautizd como subtipo A2. Hoy se lo conoce como subtipo
H2N2.

La epidemia se inicio en febrero de 1957 en la provincia china de Kwichow,
y en 10 meses se difundié practicamente a todo el mundo®°. Cursé en
general dos ondas; la segunda afect6 a Asia a finales de 1957 y a Europa y
América en el primer trimestre de 1958. La morbilidad de la gripe asiatica fue
muy elevada, pero su letalidad fue afortunadamente baja, estimandose no
superior al 0,1%. Resultaron afectados sobre todo los nifios y jévenes,
disminuyendo la mortalidad con la edad. En Espafia la primera onda epidémica

confirmada se difundié durante los meses de septiembre, octubre y noviembre
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de 1957, declarandose oficialmente 6.751.200 casos. A pesar de su escasa

letalidad, se sefialé un evidente incremento de la mortalidad general en relacion

con las medias del quinquenio anterior. La distribucion etaria de la morbilidad y
el hallazgo de anticuerpos en los sueros de personas de mas de 71 afos
obtenidos antes de la epidemia permiten suponer que virus similares al asiatico
circularon en la poblacion humana a finales del siglo pasado, presumiblemente

antes de la pandemia de 1889.

Desde 1958 a 1968 la gripe volvio a mostrar su actividad en brotes
estacionales o polianuales moderados ocasionados por el mismo virus H2N2

que, por lo menos, presentd dos variantes menores en 1962 y 1967.

Pandemia de gripe Hong Kong de 1968. Aparicion del subtipo H3N2. En
el mes de julio de 1968 se aislé en Hong Kong, en el curso de una epidemia
que afectdé a mas de medio millbn de personas, un virus gripal con una
importante variacién en la hemaglutinina®, el virus Hong Kong/68 (H3N2).
Dicho virus fue el causante en los meses posteriores de la ultima gran

pandemia registrada en el mundo.

La gripe Hong Kong tuvo su origen en la Republica Popular China, desde
donde se extendio rapidamente. En octubre resultaron afectados los Estados
Unidos. La difusién en Europa se produjo, con variaciones segun los paises,
entre enero y mayo de 1969. Esta primera onda tuvo una morbilidad escasa y
no repercutid en la mortalidad general, excepto es Estados Unidos, donde la
morbilidad fue elevada y las tasas de mortalidad registraron incrementos
semejantes a los observados en la gripe asiatica. La segunda onda se inici6
probablemente en Espafia en el mes de octubre y se difundié al resto de
Europa a partir de noviembre. La morbilidad fue muy elevada, estimandose que
afectdé en algunas zonas a mas del 20% de la poblacién, y en todos los paises
se registrd un importante incremento de la mortalidad. El exceso de mortalidad
general durante los meses de noviembre y diciembre de 1969 alcanzé en

Barcelona cifras del 40%, y la hipermortalidad por neumonia y gripe cifras del
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25%°". Aunque la enfermedad afectd a todos los grupos de edad, la incidencia

fue mas acusada entre los adultos jovenes.

Estudios en sueros pares de enfermos de gripe por cepas anteriores H2N2%
confirmaron la gran variacién de la hemaglutinina del virus Hong Kong, no
relacionada con la del virus asiatico. El analisis antigénico y genético
demuestra que esta hemaglutinina H3 es semejante a una existente en virus
equinos y aviares®. Los estudios serologicos retrospectivos, por otra parte,
indican que esta hemaglutinina formaba parte de virus circulantes en la

poblacion humana antes de 1918.

Desde 1972 hasta 1977 la gripe A estuvo ocasionada exclusivamente por
virus del subtipo H3N2 semejantes al Hong Kong, aunque en dicho periodo se

observaron diversas variantes menores.

Reaparicion del subtipo H1N1 en 1977. En enero de 1976 se produjo una
epidemia de gripe entre los reclutas del campamento militar de Fort Dix en New
Jersey, causada por un virus H1N1 similar a las cepas porcinas Hsw1N1%.
Teniendo en cuenta que una cepa H1N1 de origen porcino fue la causante de
la pandemia de 1918, y recordando el episodio de Fort Riley que precedi6 a
aquella pandemia, se comprende la alarma de los servicios de salud publica
norteamericanos y el febril interés de todos los laboratorios colaboradores de la
OMS®. Sin embargo, el episodio de Fort Dix fue autolimitado y no difundié a la
poblacion general. Se cree que fue efectivamente producido por un virus

porcino y se desconoce el porqué de su escasa transmisibilidad.

A partir de 1977 una serie de brotes epidémicos, hoy en dia observados en
todas partes del mundo, estan causados por otro virus del subtipo H1N1
practicamente idéntico a las cepas de 1950. La primera epidemia se registrd de
nuevo en China®’ en mayo de 1977, de donde difundié a la Unién Soviética
durante los meses de noviembre y diciembre®. Todos los brotes epidémicos
ocasionados por estos virus HIN1 presentan unas caracteristicas hasta ahora
constantes y peculiares: a) difusidn lenta, b) morbilidad escasa, c) los casos

cursan generalmente en forma moderada y con frecuencia inaparente y d)

Silvia Rojo Rello 44




Introduccidén

todos los casos se dan entre adultos jévenes, menores de 25 afos, siendo
raros los casos en edades superiores. Estas constataciones confirman la
similitud entre los actuales virus H1N1, de los que ya se han registrado
diversas variantes menores, y los que difundieron en los afos cincuenta. Por
otra parte, resulta evidente que las infecciones en aquellos afos confirieron una
inmunidad duradera, responsable de la distribucién por edades de los casos
actuales.

En este momento, la epidemiologia de la gripe A presenta unas
caracteristicas diferentes a las que presentaba antes de 1977. En efecto, antes
de dicha fecha, la aparicion de un nuevo subtipo desplazaba y sustituia
rapidamente a las cepas anteriores. Y no s6lo un nuevo subtipo: la aparicion de
una variante menor, aunque mas lentamente, también sustituia a las
prevalentes con anterioridad. Ahora se presentan simultdnea o sucesivamente
brotes epidémicos producidos por los subtipos H3N2 y H1N1, y en los
ocasionados por un solo subtipo no es infrecuente la coexistencia de diversas
variantes. Por supuesto, a las epidemias causadas por los dos subtipos A se

afiaden los brotes epidémicos producidos por el virus B.
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2.- OTRAS VIRIASIS RESPIRATORIAS

A. INTRODUCCION

La infeccion respiratoria aguda es la patologia mas frecuente a lo largo
de la vida ®®". En nuestro pais, las enfermedades infecciosas son el motivo de
mas del 60% de las consultas en pediatria extrahospitalaria. De ellas, un 70%
corresponden a una infeccion respiratoria, cuyo origen es virico en mas de la
mitad de los casos. La mayoria solo afectan al tracto respiratorio superior y
pueden ser consideradas leves, de curso benigno y autolimitado (catarro
comun, rinitis y faringoamigdalitis). Alrededor del 5% pueden implicar al tracto
respiratorio inferior (bronquitis, bronquiolitis y neumonia), constituyendo
infecciones potencialmente mas graves que, en muchos casos, requieren el
ingreso hospitalario. En edad adulta las infecciones respiratorias de origen viral
son una causa importante de morbilidad, sin embargo los cuadros clinicos que
precisan de atencién médica practicamente se limitan a pacientes ancianos e

inmunodeprimidos o con una patologia pulmonar subyacente.
B. IMPACTO CLIiNICO

Ademas de los virus de la gripe A, B y C, se han identificado mas de dos
centenares de virus, distribuidos en seis familias (Tabla 6), implicados en la

patogénesis de la infeccidn del tracto respiratorio.
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Tabla 6. Virus asociados con sindromes respiratorios en el ser humano

Orthomyxoviridae | Influenzavirus A Virus de la gripe A H1N1
H3N2
H5N1
H7N7
H7N3
HON2
Influenzavirus B Virus de la gripe B
Influenzavirus C  Virus de la gripe C
Paramyxoviridae | Respirovirus Virus parainfluenza 1
Virus parainfluenza 3
Rubulavirus Virus parainfluenza 2
Virus parainfluenza 4 VPI-42
VPI-4B
Metapneumovirus Metapneumovirus
humano
VNN Virus respiratorio VR
sincitial
VRS-B
Picornaviridae Enterovirus
Rhinovirus
Coronaviridae Coronavirus Coronavirus 229E
Coronavirus OC43
Coronavirus SARS
Coronavirus NL63
Coronavirus HKU1
Adenoviridae Mastadenovirus Adenovirus
Parvoviridae Bocavirus Bocavirus humano
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Como caracteristica general de estas infecciones, cada uno de los virus
puede ser el agente etiolégico de mas de un sindrome diferente (Tablas 7 y 8).
Sin embargo, cada uno de ellos estd mas asociado con un tipo particular de
enfermedad, dependiendo en muchos casos de las condiciones ambientales,
area geografica, estacionalidad y de la edad del paciente.

Las focalidades infecciosas que se consideran con un criterio didactico son:
resfriado comun, faringitis aguda, laringitis aguda, laringotraqueobronquitis
aguda, otitis media aguda, sinusitis, epiglotitis, bronquitis aguda, exacerbacién
de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, bronquiolitis y neumonia; que
en funcion de los agentes etioldgicos potencialmente implicados vy
categorizados segun se trate de adultos o nifios se reflejan en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7. Etiologia virica de los sindromes respiratorios en adultos.

Virus respiratorio

sincitial )
Virus parainfluenza 1 | + + + -
Virus parainfluenza 2 | + + + -
Virus parainfluenza 3 | + + + -
Virus parainfluenza 4 | + + + -
Metapneumovirus + + + -
Virus de la Gripe A | + 2+ 3+ 2+
Virus de la Gripe B + 2+ 2+ +
Rinovirus 4+ 2+ v +
Coronavirus + + + +
Enterovirus + + + +
Adenovirus + + + +

Simbolos de frecuencia relativa: + (caso aislado), 2+ (pequefia proporcion de casos), 3+

(proporcion considerable de casos), 4+ (mayoria de casos).
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Tabla 8. Etiologia virica de los sindromes respiratorios en nifios.

Virus respiratorio

3+ 2+ 2+ 4+ 4+
sincitial
Virus

3+ 2+ 4+ 2+ 2+
parainfluenza1
Virus

2+ + + + +
parainfluenza2
Virus

3+ 2+ 2+ 3+ 3+
parainfluenza3
Virus

2+ + + + +
parainfluenza4
Metapneumovirus 2+ 2+ + + 3+
humano
Virus de la gripe A 2+ 2+ 2+ 3+ 3+
Virus de la gripe B 2+ 2+ + + +
Rinovirus 2+ 2+ + + +
Coronavirus + + + + +
Enterovirus + + + + +
Adenovirus Car 2+ + + +
Bocavirus humano 2+ 2+ + 2+ 3+
+ (caso aislado), 2+ (pequefia proporcién de casos), 3+ (proporcion considerable de
casos), 4+ (mayoria de casos).
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C. ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO VIROLOGICO

El diagnéstico virolégico de la infeccidon respiratoria depende en gran
medida de la calidad de la muestra obtenida, del transporte de la misma al
laboratorio y de las condiciones de conservacion o almacenamiento hasta que
es procesada. La muestra de eleccion para detectar virus respiratorios es el
aspirado nasofaringeo, preferiblemente obtenido en los tres primeros dias
después del inicio de los sintomas, dado que contiene abundantes células
epiteliales y secreciones infectadas. Otras muestras respiratorias del tracto
respiratorio superior que también son adecuadas, pero en las que cabe esperar
un menor rendimiento, son los exudados nasales o faringeos y los lavados
nasales. En el caso de que el punto de recogida de las muestras respiratorias y
el laboratorio encargado del procesamiento de las mismas no estén proximos,
éstas se enviaran refrigeradas y en medio de transporte de virus. Hay que tener
en cuenta que los mejores rendimientos se obtienen si las muestras son
procesadas 2-3 horas después de ser obtenidas para la deteccion de antigenos
virales mediante ensayos de inmunofluorescencia y antes de 48 horas para
aislamiento de virus en cultivo celular. En el caso de que las muestras no
puedan ser procesadas en el periodo de tiempo sefialado deberan conservarse
a —80° C.

Desde un punto de vista tedrico este diagnostico puede adoptar una
doble estrategiaeg. De una parte la que se fundamenta en métodos directos,
como son los capaces de recuperar el virus mediante su aislamiento en cultivo
celular y aquellos que permiten detectar la presencia del virus en las
secreciones respiratorias del paciente (deteccion de antigenos y de genoma).
Para la deteccién de este ultimo la reaccion en cadena de la polimerasa70
(PCR) es la técnica mas empleada tanto en su vertiente clasica o PCR a
tiempo final como la PCR a tiempo real. Estos métodos de PCR a tiempo real
permiten la cuantificacion, ademas de reducir el riesgo de contaminaciones vy el

tiempo requerido en la emisidn de los resultados. Si a esto se afiade la posible
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utilizacién de una PCR multiple que ademas de detectar diferentes géneros de
virus respiratorios con interés humano permitan el subtipado de los mismos, el
valor de esta metodologia se ve incrementado notablemente. De manera
complementaria se han implantado metodologias basadas en PCR acoplada a
enzimoinmunoanalisis (PCR-EIA) y los microarrays o biochips que posibilitan el
analisis simultaneo de varios genes pertenecientes a un mismo agente. De la
combinacion de ambas metodologias ha surgido una tecnologia denominada
XMAP®, fundamentada en una PCR multiple que origina productos de
amplificacion marcados con biotina que posteriormente son detectados
mediante microesferas, en este caso marcadas con estreptavidina, y
analizados con un instrumento Luminex (Luminex Corporation) cuya tecnologia

esta basada en los principios de la citometria de flujo.

De otra parte se situa la estrategia de diagnodstico indirecto que valora la
induccién de una respuesta inmunitaria de tipo humoral a través de la deteccion

de anticuerpos especificos en suero.

El elevado numero de virus que pueden estar involucrados en la patologia
respiratoria, y su enorme heterogeneidad, hace del diagnostico etiologico una
labor ardua y condicionada a la utilizacién de técnicas de amplio espectro. Los
métodos de deteccidn directos, que permiten el aislamiento del virus en cultivos
celulares o determinar la presencia de alguno de sus componentes
directamente en las muestras respiratorias, ya sean antigenos o genes, son los
mas extendidos en los laboratorios de microbiologia clinica. Los métodos
indirectos, basados en la determinacion de anticuerpos especificos presentan
menor utilidad en el diagndstico convencional y estan siendo relegados como

herramientas de estudio epidemioldgico.
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2.1-RINOVIRUS

Etiologia y Epidemiologia

La familia Picornaviridae esta integrada por un grupo de virus que presentan
interés desde el punto de vista clinico tanto en sanidad humana como
veterinaria. Taxondmicamente se diferencian nueve géneros de los cuales se
han identificado cinco como productores de infeccion en el hombre: Rinovirus,
Enterovirus, Hepatovirus, Kobuvirus y Parechovirus. Los Rinovirus humanos
(RVH) y en menor medida los Enterovirus, han sido ampliamente vinculados a
la produccidn de infeccion respiratoria.

Morfolégicamente son virus esféricos, pequefos (20-30 nm) cuyo genoma esta
constituido por una molécula de ARN de polaridad positiva con capside de
simetria icosaédrica y carentes de membrana de envoltura. Existen cuatro
proteinas principales del capside: VP1, VP2, VP3 (externas) y VP4 (interna). En
la superficie viral existen zonas mas prominentes (activadoras de la respuesta

inmune) y zonas deprimidas o cafones (zonas de interaccion con el receptor).

La alta incidencia de la infeccidn por Rinovirus se encuentra relacionada con la
existencia de un gran numero de serotipos, ya que se considera que este
género esta compuesto por mas de un centenar de serotipos que se agrupan
en dos especies definidas antigénicamente: RVH-A y RVH-B constituidas por
74 y 25 serotipos diferentes respectivamente. El serotipo RVH87 ha sido

genéticamente relacionado y clasificado como enterovirus.

Los RVH causan entre un tercio y la mitad de todas las infecciones agudas del
tracto respiratorio. Son mas comunes en climas templados y durante los meses
mas frios del afio. La infeccién se disemina de persona a persona por contacto
directo, a través de secreciones respiratorias y a través del contacto con

objetos ambientales o superficies contaminadas.
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Patogenia y Clinica

La enfermedad tipica que produce la infeccidon por rinovirus es el resfriado
comun y se caracteriza clinicamente por la presencia de estornudos,
obstruccion y secrecion nasal, dolor faringeo y otros sintomas como cefalea,
tos y malestar general; con un curso generalmente autolimitado. En algunos
casos pueden estar involucrados en otitis media aguda, sinusitis e infeccion del

%9.74 " ocasionando neumonia® en inmunodeprimidos.

tracto respiratorio inferior
Se han implicado en la génesis de las exacerbaciones de los pacientes

asmaticos’® y de los bronquiticos crénicos.

Diagnéstico

La deteccidn de rinovirus se ha basado tradicionalmente en el aislamiento del
virus en cultivo celular, que estad considerado como la técnica de referencia,
pero su identificacion resulta larga y laboriosa. Por su accesibilidad se han
implantado las técnicas de deteccion molecular basadas en PCR multiple y en
microarrays, que permiten la obtencion de resultados en pocas horas.

La deteccidon de Ac posee escasa utilidad en el diagndstico de las infecciones
por rinovirus, debido a la gran cantidad de serotipos que existen y la

imposibilidad de emplear un antigeno comun.
Tratamiento y Profilaxis

La actitud terapéutica se basa en el empleo de antihistaminicos,
antiinflamatorios no esteroideos y la administracion nasal de suero salino
fisiolégico, los cuales mejoran los sintomas pero no reducen la duracion de la
enfermedad.

La interrupcion de la cadena de transmisién, a través del lavado de las manos y
la desinfeccion de los fomites potencialmente contaminados, representa una

medida eficiente en la prevencion
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2.2.- METAPNEUMOVIRUS
Etiologia y Epidemiologia

El metapneumovirus humano (MPVH) se incluye en el Orden Mononegavirales,
Familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Metapneumovirus.
Las caracteristicas morfolégicas del virion coinciden con aquellas definidas, en
los paramyxovirus: particulas pleomorficas de tamafio entre 150 a 600 nm, con
una envuelta que presenta proyecciones cortas o espiculas de 13-17 nm.

Su genoma esta constituido por una molécula de ARN de polaridad negativa de
unos 13400 nucleédtidos. Los dos géneros de la subfamilia Pneumovirinae
(Metapneumovirus y Pneumovirus) se diferencian en que el género
metapneumovirus carece de proteinas no estructurales NS1 y NS2 y en el
orden de los genes. Se han definido dos genotipos A y B que a su vez se
subdividen en cuatro subgenotipos (A1, A2 y B1, B2), en funcién de las
secuencias de los genes que codifican para las proteinas F (Fusion) y G

(glicoproteina de anclaje al receptor celular).

La aparicion de casos es estacional en los paises con clima templado y se ha
concretado desde el invierno a la primavera. En nuestro pais el pico de
deteccion llega a ser maximo en los meses de febrero a abril y la mayoria de
las series incluyen a pacientes pediatricos hospitalizados con bronquiolitis”® o

asma.
Patogenia y Clinica

En general, los mecanismos patogénicos y las manifestaciones de los
infectados por MPVH se asemejan a la infeccion respiratoria’’ del tracto inferior
asociada al Virus Respiratorio Sincitial (VRS). Oscila desde una infeccién de
afectacion media hasta tos severa, bronquiolitis y neumonia, frecuentemente

acompafado de fiebre muy alta, mialgia y vomitos.
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El cuadro es mas grave en los nifios menores de 2 anos, donde exige a
menudo hospitalizacion, presentando una sintomatologia mucho mas leve en
nifos mayores y adultos. Se ha demostrado que la coinfeccién entre el VRS y
el MPVH supone un aumento de la gravedad del cuadro respiratorio de los

nifos infectados’®.
Diagnéstico

Si bien se puede aislar mediante cultivo de muestras respiratorias en lineas
celulares, se han impuesto las tecnologias fundamentadas en una PCR®®
multiple que origina productos de amplificacion marcados con biotina y
detectados mediante microesferas, con estreptavidina, y analizados con un
instrumento Luminex (Luminex Corporation); cuya principio esta basada en los
principios de la citometria de flujo. El planteamiento es similar al de un
microarray pero con la ventaja de utilizar sondas impresas sobre particulas en
suspension en lugar de fijas sobre una superficie con objeto de aumentar la
sensibilidad. En la practica se emplean paneles capaces de detectar casi dos

decenas de virus respiratorios diferentes.
Tratamiento y Profilaxis.

Aunque el tratamiento es basicamente sintomatico, se han iniciado estudios
para producir anticuerpos monoclonales y policlonales que puedan neutralizar
al MPVH al ser administrados en pacientes con infeccion activa.

Ademas de las medicas de profilaxis de exposicion (lavado de manos,
minimizar el contacto con secreciones respiratorias) estan en desarrollo
vacunas quiméricas que pretender inmunizar de modo concomitante frente a
MPVH y VRS.
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2.3.- CORONAVIRUS

Etiologia y Epidemiologia

Los Coronavirus (familia Coronaviridae, género Coronavirus) son un grupo de
virus envueltos, redondeados o pleomodrficos. La membrana de envoltua
presenta unas espiculas caracteristicas que constituye uno de los elementos
distintivos de la morfologia del virion cuando se observan al microscopio
electrénico, con aspecto de corona, de donde reciben su nombre. Ademas de
la proteina de la espicula, S, responsable de la unidén con el receptor celular y
de la fusion de las membranas virica y celular, en la envuelta de todos los
coronavirus pueden distinguirse al menos dos proteinas mas, denominadas M y
E. En el interior del virion, el nucleocapside, con simetria helicoidal, esta
constituido por la proteina N formando un complejo con una unica molécula de
ARN de polaridad positiva. EI genoma completo posee un tamafio de unos
30.000 nucledtidos. La estructura gendmica es idéntica en todos los
coronavirus, reservando los dos tercios mas préoximos al extremo 5’ para el
sintesis de las proteinas necesarias para la replicacion del ARN, y el tercio
restante para la sintesis de las proteinas estructurales en el orden S-E-M-N, y
otras proteinas que, como en el caso de la hemaglutinin-esterasa, son
especificas de grupo y solo estan presentes en algunos coronavirus.

Los coronavirus son un grupo heterogéneo de virus que pueden infectar
un numero diverso de mamiferos, entre los que se encuentra el ser humano, y
aves. Se pueden diferenciar tres grupos atendiendo a sus propiedades
antigénicas, a la posicion y variedad de sus genes y al tipo de hospedador que
infectan. Asi, los grupos 1 y 2 estan constituidos por coronavirus que infectan
mamiferos, en tanto que el grupo 3 sdélo esta integrado por coronavirus de
aves.
Desde mediados de los afos sesenta del pasado siglo los coronavirus
humanos, CoVH-229E (grupo 1) y CoVH-OC43 (grupo 2), se han asociado con
el resfriado comun, y se consideraban patdgenos respiratorios relativamente
benignos. Sin embargo esta concepcion cambid en 2003, cuando se identifico

un nuevo coronavirus como responsable del sindrome respiratorio agudo grave
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(CoVH-SARG), que ocasionaba brotes de neumonia atipica con una letalidad
proxima al 10%. Presentd elevada transmisibilidad en centros sanitarios y
afectd casi a una treintena de paises, extinguiéndose en el plazo de breves
meses. Aunque el CoVH-SARG no circula actualmente entre seres humanos, la
elevada morbilidad y motalidad asociada con el brote de SARG ha reavivado el
interés por los miembros de esta familia y ha permitido la identificacidon de otros
dos nuevos coronavirus asociados con patologia respiratoria. El coronavirus
NL63 (CoVH-NL63), incluido en el grupo 1, y el coronavirus HKU1,
perteneciente al grupo 2. Desde su descubrimiento, ambos virus se han
asociado con casos de infeccion respiratoria, evidenciando una distribucién
universal de los mismos. Dependiendo de las series publicadas, ambos se
detectan en el 1-10% de los pacientes con infeccidn respiratoria aguda, siendo
relativamente comun la co-deteccién junto con otros virus respiratorios y
alcanzando maxima actividad en nuestra latitud en invierno y primavera, con

ondas polianuales.

Patogenia y Clinica

Las infecciones se producen en todas las edades, pero son mas frecuentes en
nifios’®, ejercen tropismo por las células epiteliales ciliadas de la nasofaringe (si
bien pueden infectar las células epiteliales del aparato digestivo). El cuadro
clinico que ocasionan parece estar mas relacionado con la liberacion de
mediadores de la inflamacibn que con la lesién celular y consiste
esencialmente en congestion nasal, rinorrea, odinofagia y tos seca de una
semana de duracion. La sintomatologia sistémica, malestar general, cefalea,
fiebre o febricula, es menos frecuente.

También pueden producir infecciones del aparato respiratorio inferior®®,

especialmente en pacientes con enfermedades de base o inmunodeprimidos.

Pueden presentarse complicaciones en pacientes ancianos o con patologia

respiratoria subyacente asi como en nifios de corta edad. Los coronavirus se
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han relacionado con cuadros de gastroenteritis80 y no son abordados,
obviamente, en este apartado.

La asistencia a pacientes con CoVH-SARG permiti6 documentar un cuadro
pseudogripal de inicio, con posterior compromiso respiratorio que en los casos

graves evolucionaron al distrés y diarrea liquida abundante.

Diagnéstico

En las infecciones por CoVH-SARG las radiografias y el TAC de torax
permitian objetivar consolidaciones focales, uni o bilaterales que en estadios
avanzados evolucionaban a signos de fibrosis, cambios quisticos,
neumomediatino o neumotdrax.

Desde el punto de vista virolégico el abordaje practico de las infecciones por
coronavirus se enfoca tal y como se ha expuesto en el apartado general
mediante técnicas de deteccion gendmica basadas en PCR*® a tiempo real y
“biochips” que aumentan la sensibilidad.

La deteccién de Ac posee valor en la realizacion de estudios epidemioldgicos

para documentar la infeccién pasada.

Tratamiento y Profilaxis

Carecemos de antiviricos eficientes frente a las infecciones habituales por
coronavirus; por tanto, su tratamiento es de tipo sintomatico. En los pacientes
con CoVH-SARG se han empleado antiviricos como Ribavirina y Lopinavir e
inmunomoduladores como Betalnterferdn y alfaTNF con resultados variables.

Las medidas de profilaxis se asimilan a lo descrito para los Rinovirus.
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2.4.- VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL

Etiologia y Epidemiologia

El virus respiratorio sincitial (VRS) pertene al género Pneumovirus de la familia
Paramyxoviridae. La morfologia de los viriones de VRS coincide con aquella
que define a los Paramyxovirus: son esféricos, filamentosos o pleomoérficos y
poseen una membrana de envoltura donde pueden distinguirse unas espiculas
correspondientes a glicoproteinas. El genoma, de alrededor de 15000
nucleodtidos, consta de una unica molécula de ARN monocatenario de polaridad
negativa que se asocia con proteinas de origen virico constituyendo el
nucleocapside, que presenta simetria helicoidal. Un armazon proteico,

denominado matriz, separa al nucleocapside de la envuelta exterior.

Su genoma codifica para diez proteinas, tres de ellas no estructurales (NS1,
NS2 y M2). De las siete proteinas estructurales restantes, tres forman parte del
complejo del nucleocapside, la nucleoproteina N, la fosfoproteina P vy
polimerasa L, y cuatro se localizan en la envuelta, dos de las cuales, la proteina
de fusion (F) y la que esta implicada en el reconocimiento del receptor celular
(G), una es la proteina que conforma el armazon de la matriz (M), y por ultimo
una proteina pequefa e hidrofoba (SH) de funcion desconocida. Atendiendo a
variaciones antigénicas y genéticas los diferentes aislados de VRS pueden
diferenciarse en dos grupos denominados VRS-A y VRS-B.

Representa la principal causa de enfermedad respiratoria del tracto inferior®®®’

en nifos de corta edad. En los paises de nuestro entorno, en los que su
epidemiologia es relativamente homogénea, el VRS es responsable del 42-
45% de las hospitalizaciones por esta causa en menores de dos afios®. Los
ancianos y adultos inmunodeprimidos también se reconocen como pacientes
en los que se observan complicaciones debidas a infeccion por VRS, en

muchas ocasiones adquiridas de manera nosocomial.
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En paises con un clima templado la infeccion por VRS ocurre
fundamentalmente en los meses de otofio-invierno y comienzos de la
primavera en ondas que se repiten anualmente®®. Durante un mismo brote
circulan de manera simultanea cepas de ambos grupos, pero las proporciones
de VRS-A y VRS-B varian.

Patogenia y Clinica

La afectacion por VRS se circunscribe a las vias aéreas y las enfermedades
de base tales como bronconeumopatias, cardiopatias congénitas y la
inmunodepresion agravan la infeccion. La inmunidad tras una infeccion es
transitoria e incompleta y al cabo de varias reinfecciones el cuadro clinico se
suaviza como sucede en los niflos mayores y en los adultos.

En los nifios pequefos las infecciones primarias suelen afectar a las vias
respiratorias bajas, en forma de bronquiolitis o broncoalveolitis (50% de los
casos) y con menor frecuencia como neumonia, traqueobronquitis o
laringotraqueitis. Tras unos dias de rinitis, aparece tos seca y dificultad
respiratoria progresiva con fiebre, taquipnea y retraccion de los musculos
intercostales (tiraje intercostal y subcostal). En los lactantes de pocas semanas
de vida, sobre todo en los pretérmino, la sintomatologia respiratoria a veces
estd ausente o es minima y predominan manifestaciones como letargia,
irritabilidad, rechazo de las tomas e incluso episodios de apnea. En la
exploracién fisica se advierten sibilancias de predominio espiratorio, con o sin
crepitantes finos diseminados, y espiracion alargada; segun la intensidad del
cuadro, puede haber taquicardia y palidez. No es infrecuente que haya
hipoxemia, aunque es raro que se aprecie cianosis. La mayoria de lactantes
previamente sanos siguen un curso relativamente leve y autolimitado en unas 2
semanas Yy las sobreinfecciones bacterianas son muy poco frecuentes. La

enfermedad puede ser grave en prematuros, nifios con cardiopatias
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congénitas, hipertension pulmonar; o displasia broncopulmonar; asi como en

inmunodeprimidos®:.

Las reinfecciones de los nifios mayores y adultos son mas y cursan como
catarro comun o rinofaringitis, a veces con otitis media, traqueobronquitis o
bronquitis. Por otra parte, no es raro que provoque exacerbaciones asmaticas o
de otras enfermedades pulmonares cronicas. Los nifios que han padecido una
bronquiolitis presentan mayor tendencia a sufrir episodios de tipo asmatico
recurrentes. La radiografia de torax muchas veces es normal, o pone de
manifiesto hiperinsuflacion pulmonar, atelectasias subsegmentarias o infiltrados
intersticiales dispersos; en las neumonias hay condensacion pulmonar, en

especial del I6bulo superior o medio derechos.

Diagnéstico

Se emplean para él todas las modalidades de diagnéstico virolégico directo. Es
posible efectuar el aislamiento del virus en cultivos celulares convencionales a
partir de las secreciones respiratorias; se objetiva mediante la aparicién del
caracteristico efecto citopatico con formacién de sincitios en el plazo de 5 a 7
dias. Para el diagnéstico rapido se utilizan las técnicas de inmunofluorescencia,
inmunocromatografia o de enzimoinmunoanalisis con  anticuerpos
monoclonales especificos, que permiten identificar el antigeno virico en las
secreciones nasofaringeas con una sensibilidad proxima al 90%. Se han
implantado también sistemas de deteccion del material genético mediante
amplificacion por PCR en sus versiones a tiempo final y tiempo real y por
microarrays; cuyos resultados pueden obtenerse rapidamente y que posibilitan
determinar simultaneamente la presencia de otros virus respiratorios en una

misma muestra.
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Tratamiento y Profilaxis

Ademas de las medidas de soporte como oxigeno y/o ventilacién asistida, es
posible la administracién de ribavirina nebulizada, si bien su actividad es
reducida.

En el contexto de brotes en las unidadades neonatales se deben adoptar
medidas de aislamiento de contacto y respiratorias. Se han desarrollado
inmunoglobulinas  hiperinmunes y  anticuerpos monoclonales  que,
administrados mensualmente a nifios de alto riesgo, disminuyen la incidencia y
la gravedad de estas infecciones. En nuestro medio se dispone de Palivizumab,
que se administra por via intramuscular durante los meses de incidencia del
VRS, y cuyas indicaciones abarcan a lactantes y nifios menores de 2 afos
afectos de neumopatia crénica significativa, lactantes nacidos a las 32
semanas de gestacion o menos y lactantes nacidos entre las 32 y las 35
semanas de gestacion con otros factores asociados de riesgo. Se ha
desarrollado ademas Metavizumab que esta siendo evaluado y hasta el

momento no se dispone de vacuna.
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2.5.- VIRUS PARAINFLUENZA

Etiologia y Epidemiologia

Actualmente se reconocen cinco virus parainfluenza diferentes, los virus
parainfluenza 1 y 3 (VPI-1 y VPI-3) encuadrados en el género Respirovirus, y
los virus parainfluenza 2, 4A y 4B (VPI-2, VPI-4A y VPI-4B), pertenecientes al
género Rubulavirus, ambos en la familia Paramyxoviridae. Comparten con
todos los miembros de esta familia las caracteristicas morfologicas descritas
anteriormente. Sin embargo, presentan aspectos diferenciales, como el hecho
de que reconozcan el acido sialico de algunas de las células epiteliales para
iniciar el proceso de infeccion del mismo modo que los virus de la gripe. La
proteina implicada en este reconocimiento se denomina hemaglutinin-
neuraminidasa (NH), y se asocia con la proteina de fusiéon F para mediar la
entrada del virus en la célula infectada. En cuanto al resto de proteinas,
también se reconocen las tres que forman el complejo del nucleocapside (N, P
y L), y la proteina matriz M. El numero de proteinas no estructurales es variable
dependiendo del tipo de virus parainfluenza, pero codifican al menos una

proteina de este tipo.

La distribucion de las infecciones por virus parainfluenza es universal, y pueden

tener caracter epidémico o esporadico.
Patogenia y Clinica

El espectro de cuadros respiratorios en los que estan implicados los virus
parainfluenza es muy similar a aquellos descritos para VRS y en ocasiones
para el virus de la gripe85, sin embargo, el numero de pacientes que requieren
hospitalizacion es significativamente menor. ElI VPI-3 infecta mas
frecuentemente a nifos menores de 2 afos de edad, ocasionando cuadros
respiratorios de vias altas como rinitis y faringitis , no obstante la fiebre, la
bronquiolitis59 y la neumonia®® son manifestaciones que pueden observarse en

pacientes de hasta seis meses de vida, aunque con menor frecuencia que
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aquellas debidas a infeccion por VRS. En nifios mayores, con una edad
comprendida entre 2 y 6 afnos, la laringotraqueobronquitis aguda es la
manifestacion mas caracteristica de la infeccién por virus parainfluenza,
particularmente VPI-1. Las manifestaciones clinicas observadas en nifios
mayores de seis afos y adultos se limitan exclusivamente a las vias altas. En
ancianos las infecciones respiratorias por virus parainfluenza son bastante

menos graves que las causadas por VRS.

Diagnéstico

El diagndstico especifico se puede hacer mediante el aislamiento del virus en
cultivo de las secreciones rinofaringeas, a través de la identificacion de
antigenos viricos en las mismas por técnicas de inmunofluorescencia vy
mediante los métodos de deteccion molecular®® similares a lo comentado para
VRS.

Tratamiento y Profilaxis

La terapia sintomatica engloba la humidificacién con nebulizador y en casos
leves con la mera exposicion al aire fresco. Si se documenta dificultad
respiratoria se deben administrar glucocorticoides nebulizados y/o por via oral o
intramuscular; si el cuadro clinico adquiere mayor intensidad, se debe asociar
una dosis de adrenalina nebulizada, para acelerar la resolucion de la
inflamacion laringea.

La profilaxis radica en evitar el contacto con secreciones respiratorias y un
minucioso lavado de manos. Los pacientes hospitalizados deben ser sometidos

a «aislamiento de contacto» y respiratorio.
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2.6.- BOCAVIRUS

Etiologia y Epidemiologia

Los Bocavirus Humanos (BoVH) pertenecen al género Bocavirus, encuadrado
en la familia Parvoviridae y como todos los parvovirus, son virus esféricos de
pequefio tamafo con simetria icosaédrica, carentes de membrana envoltura, y
con un genoma constituido por una unica molécula de ADN monocatenario de

4-6 kb con tres genotipos.

En nuestro pais, los BoVH circulan a lo largo de toda la temporada, como
ocurre con rinovirus o adenovirus, con picos de deteccion en los meses de frios

de finales de otono e invierno.
Patogenia y Clinica

Han sido identificados por primera vez en muestras de aspirado nasofaringeo
procedentes de nifos con infeccidén respiratoria y con posterioridad se han
implicado en cuadros de bronquiolitis59 y sibilancias recurrentes en nifios de
corta edad siendo capaces de inducir infeccion sistémica. Por otro lado,
también podrian ser responsables de un pequefo porcentaje de

gastroenteritis.

Diagnéstico

El diagndstico etiolégico se realiza con técnicas de deteccidn molecular en las

muestras de secrecion respiratoria mediante métodos de amplificacion

R58,86

molecular del tipo de PC a tiempo real y microarrays.

65 o ]
Silvia Rojo Rello




Introduccidén

Tratamiento y Profilaxis

Al igual que en el apartado precedente el tratamiento es sintomatico. Las
medidas profilacticas es evitar el contacto con las secreciones respiratorias de
los pacientes, insistiendo en el lavado de manos del personal sanitario después

de atender los nifios afectos de infecciones respiratorias.
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2.7.- ADENOVIRUS
Etiologia y Epidemiologia

Taxondmicamente se clasifican en la familia Adenoviridae, que incluye dos
géneros: Mastadenovirus y Aviadenovirus, agrupando el primero a los virus
causantes de infecciones en mamiferos, y el segundo, a aquellos que causan
infeccion en aves.

Los ADV humanos (ADVH) son viriones de 70 a 110 nm, con un capside
icosaédrico, sin membrana de envoltura y con un genoma lineal de ADN de
cadena doble®’. Se clasifican en 6 especies (A-F) en funcién de sus
propiedades fisicas, quimicas, y biologicas y se han descrito casi sesenta
serotipos diferentes. Poseen determinantes antigénicos comunes y especificos
de especie, afectando a pacientes de todas las edades, con maxima incidencia
entre los 6 y los 12 meses. Pueden ocasionar otras focalidades como
gatroenteritis aguda y cistitis hemorragica.

Las infecciones respiratorias predominan al final del invierno, en primavera y a
comienzos del verano. Algunos serotipos (3, 4, 7, 14, 21) ocasionan epidemias.
Se producen brotes de infecciones respiratorias o conjuntivitis en hospitales y
otras instituciones cerradas. La contagiosidad es maxima en los primeros dias

de una enfermedad aguda.
Patogenia y Clinica

Los ADVH estan asociados a un amplio rango de cuadros clinicos y
ocasionan otras focalidades infecciosas como cistitis hemorragicas,
gastroenteritis, hepatitis o infeccion diseminada grave en pacientes

inmunodeprimidos.

67 o ]
Silvia Rojo Rello




Introduccidén

La infeccion primaria suele ocurrir en los primeros afios de vida en forma
de infeccion respiratoria aguda de vias altas, aunque a veces es asintomatica.
Los procesos en los que con mas frecuencia se identifican adenovirus son las
rinofaringitis, las faringoamigdalitis y las otitis medias, generalmente
acompanadas de fiebre mas o menos elevada de varios dias de duracion. Las
infecciones respiratorias agudas pueden implicar a un solo serotipo como
causante de cuadros clinicos diferentes y viceversa. Se presentan en brotes
epidémicos y en casos esporadicos. Las patologias respiratorias mas
frecuentes relacionadas con los serotipos, asi como el grupo de edad al que
afectan son: Infecciones respiratorias de vias altas (serotipos 1,2,3,6,7) Fiebre
y Faringoconjuntivitis (3,7,8), Neumonia (3,4,7) y Neumonia diseminada en
inmunodeprimidos (31,34,35,39).

Diagnéstico

El diagndstico etiologico se establece por el aislamiento del virus en cultivos
celulares de muestras clinicas acordes con la focalidad. Por medio de
anticuerpos monoclonales especificos se puede demostrar la presencia de
antigenos de adenovirus en las citadas muestras de forma rapida, aunque este
método es poco sensible.

Los métodos de deteccion gendmica de las modalidades ya descritas ofertan
resultados en un periodo corto de tiempo. Se han descrito sistemas basados en
la secuenciaciéon de productos de amplificacion por PCR® disefiados en el
exon, que es una de la proteinas de la envuelta del virus, que permiten efectuar
una tipificacion concordante con los lugares antigénicos virales reconocidos por
los anticuerpos neutralizantes.

Las técnicas de deteccion de Ac séricos permiten hacer un diagndéstico

retrospectivo cuando se produce una seroconversion.
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Introduccidén

Tratamiento y Profilaxis

El tratamiento convencional es sintomatico, si bien en pacientes graves e
inmunodeprimidos se puede considerar la posibilidad de administrar el
cidofovir. En los pacientes hospitalizados con infeccion respiratoria se deben
implantar medidas de aislamiento respiratorio y de contacto y estan en estudio
diferentes vacunas.
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OBJETIVOS
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Objetivos

El trabajo de la presente tesis consta de varios objetivos que se enumeran a
continuacion:

1.- Analizar mediante un estudio descriptivo las variables demograficas de la

poblacion sujeta a estudio dentro de la Comunidad auténoma de Castilla y Ledn.

2.- Analizar de manera exhaustiva los resultados obtenidos de gripe y otros virus
respiratorios mediante técnicas de deteccién de virus causantes de patologia

respiratoria.

3.- Exponer la temporalidad mensual y estacional tanto de la Gripe pandémica,

estacional y de los otros virus respiratorios que se detectan.

4.- Describir las coinfecciones tanto dobles como triples que se presentan en el

estudio.

5.- Comparar las diferentes variables asociadas en funcion de la deteccion de

virus gripal o de otro virus respiratorio.

6.- Exponer el perfil analizado de los pacientes con Gripe u otro virus respiratorio

procedentes del hospital Clinico Universitario de Valladolid.

7.- Realizar una descripcién de los paneles de control de calidad enviados por la
OMS durante el periodo de estudio en los que se realizado tipado y subtipado

mediante técnicas moleculares de virus gripales.
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Material y métodos

1. MUESTRAS PROCESADAS

En el periodo de tiempo estudiado (1 de Mayo de 2009 al 31 de Mayo de 2011)
se recibieron un total de 3895 muestras clinicas para deteccion molecular de
gripe A pandémica, gripe estacional y otros virus respiratorios responsables de

cuadros de infeccion viral de via aérea alta y baja.

Dichas muestras corresponden a 3598 pacientes del area sanitaria de Castilla 'y

Ledn incluyendo la Red Centinela de Gripe.

En un principio, al inicio de la pandemia en 2009, los médicos peticionarios
solicitaban la deteccién molecular de virus respiratorios enviando dos o mas
muestras de la via aérea alta preferentemente (frotis nasal derecho e izquierdo,
frotis nasal y frotis faringeo). Al cabo de 2 meses, al comprobar la fiabilidad de
los resultados y su concordancia, se constituia una alicuota de los productos
que se nos remitian y se procesaba un solo analisis. Si las muestras recibidas
correspondian a via aérea superior y a via aérea inferior, no se realizaba la

alicuota y se procesaban ambas.

El perfil de las diversas muestras recibidas se representa en la Tabla 1, en la
que se exponen las diez modalidades recibidas de especimenes clinicos
recibidos y procesados. La mayor proporcién corresponde al frotis faringeo

seguido del frotis o0 aspirado nasofaringeo.
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Tabla 9 .Tipos de muestra recibidos categorizados por orden de frecuencia.

TIPO DE MUESTRA %
FROTIS FARINGEO 56.6
FROTIS NASOFARINGEO 20.2
ASPIRADO NASOFARINGEO 11.5

LAVADO NASOFARINGEO 4
LAVADO BRONCOALVEOLAR 1.6
BRONCOASPIRADO 0.9
ASPIRADO TRANSTRAQUEAL 0.6
MINI LAVADO BRONCOALVEOLAR 0.4
ESPUTO 0.1

OTRAS 41
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La recogida de las muestras para su procesamiento se realizo en el horario
habitual del laboratorio, de 8:00 horas a 15:00 horas, por el personal que
trabaja en la Recepcion, y en el resto del dia, depositaban las muestras en un

frigorifico para tal efecto.

A partir del mes de Agosto de 2009, se instauro el horario de tarde con técnicos
de laboratorio que seguian procesando las muestras debido a la carga
asistencial que produjo la pandemia declarada, de 15:00 horas a 22:00 horas,
con lo cual la recogida de muestras y empresas de transportes que venian de
todas las provincias de Castilla y Leon, tuvieron ampliado el horario para
entregar los productos y asi asegurar la conservacién de la muestra hasta su

final proceso.

Este horario se mantuvo hasta el mes de Octubre de 2010. A partir de dicha

fecha se instaurd de nuevo el horario de mafnana.

Una importante proporciéon de las muestras que se remitieron al laboratorio de
microbiologia vinieron con un volante y una ficha adjunta, que se muestra en la
figura 4 y 6, con el fin de obtener el mayor numero de datos demograficos y
clinicos, de los pacientes estudiados aunque en ocasiones dicha informacién

fue muy escasa, especialmente fuera del periodo pandémico.
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Sacyl

SANIAO DE CASTRLA Y LEOK

SR e 'MICROBIOLOGIA
47005 - VALLADOLID .

Dpto. de Microbiolagia e inmunologia

NO ESCRIBIR EN ESTE RECUADRO
1.~ Apeliido:
2.2 Apellido:
Nombre: Sexo (VIM): ______
Fecha de nacimiento fEdad: NGm. H.2 Clinica:
ingresado en Planta: Habitacién: __- Cama:_____ Ob

Servicio (Extrahospitalarios: Centro):

Doctor:

Firma:

Facultativos hospitalarios: nimero de identificacion/
Facultativos ‘extrahospitalarios: de iado:
BACTERIOLOGIA:
Sospecha diagndstica:
Tratamiento antibidtico:
Muestra:
Marcar el andlisis solicitado: R

D Primer andlisis solicitado [ ] Control (espedificar):

[ Cultivo de bacterias (] Cuitivo de hongos "] Baciloscopia y cuttivo de Micobacterias [} Examen parasitologico

Otros (especificar):

Otbservaciones:

VIROLOGIA, SEROLOGIA:

Sospecha diagndstica:

T iento previo:

Muestra:

[0 Primer analisis solicitado [_] Control (especificar):

: Aislamiento/Detencion de:

Serologia frente a:

HUV. 4544

Observaciones:

RELLENAR CON MAYUSCULAS O LETRA DE IMPRENTA.

LOS VOLANTES ILEGIBLES O PARCIALMENTE CUMPLIMENTADOS SERAN RECHAZADOS.
IMPRESCINDIBLE CUMPLIMENTAR EL APARTADO SOSPECHA DIAGNOSTICA.

UTILIZAR UN VOLANTE PARA CADA MUESTRA.

Figura 4. Volante de peticion de analisis microbiologico.
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En la Figura 5 se muestra el medio de transporte para virus que se utilizé de
manera mayoritaria. Fue el medio para virus “Transport Médium” Vircell ®
Microbiologists.

Este medio de transporte para virus, Chlamydia y Micoplasma evita el secado
de la muestra, mejoran la viabilidad desde la recogida hasta su inoculacion e
inhiben el sobrecrecimiento bacteriano en muestras contaminadas. Contiene 2
mL de medio Hank’s BSS conteniendo HEPES, gelatina, BSA, sacarosa y
antibidticos compatibles, asi como dos escobillones de Rayodn estériles.

El éxito del diagndstico virolégico depende en gran medida de la calidad de las
muestras y de sus condiciones de transporte y almacenamiento antes de ser
procesadas en el laboratorio.

Este producto es adecuado para procesar muestras por PCR y tiene marca CE.
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Figura 5. Medio de Transporte para virus “Transport Médium”
comercializado por Vircell ® Microbiologists.

No obstante, algunas muestras eran remitidas a nuestro laboratorio con otro
medio de transporte para virus de otra marca comercial. Fueron admitidas y
procesadas igualmente, con el unico requisito de estar contenidas en un medio
de transporte compatible con las técnicas de deteccién molecular.
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Material y métodos

Todas las muestras recibidas, tras su recepcion, se trasladaban a la Seccion de
Alertas y Gripe para comprobar su estado y caracteristicas y se rellenaba una
ficha, que se muestra en la Figura 6, con una serie de datos cruciales
presentes en el volante peticionario que ayudaban a seguir con el proceso y a

su interpretacion de los resultados finales.

La ficha consta de datos de filiacién del paciente y datos clinicos como factores
de riesgo, ingreso en UVI, gestacion, enfermedades concomitantes,
etcétera..., médico peticionario y su procedencia, estado de la muestra en el

momento de su recepcion..., entre otros.

En la ficha esta insertada una tabla donde se reflejan las técnicas que se
practican para el diagnéstico, la fecha del momento del proceso, el resultado y
el dia de emisidn del informe definitivo. Se completaba, inicialmente, por el
personal de técnicos que recepcionaban la muestra y finalmente, tras la
interpretacion de los resultados, por el facultativo que emite el informe

definitivo.
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HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO
Avda. Ramén y Cajal, 3
Tfno. 983 42 00 00
47003 - VALLADOLID

FICHA DE RECOGIDA DE DATOS DE PACIENTES SOSPECHOSOS DE GRIPE

Nombre y Apellidos:

N° de historia:

Fecha y hora de recepcion:

Procedencia:

Antecedentes:

Muestra recibida a través de:
Procedimiento ordinario(HCUV) L

Incidencias en la muestra:

Tipos de Muestra:

Edad:

l.‘ Sacyl

SANIDAD DE CASTILLA Y LEON

Mensajero oficial [ ] Otras mensajerias U]

Marecar lo que N° de laboratorio de
corresponda microbiologia
HCUYV(pegar etiqueta
Frotis nasal
Frotis faringeo
Suero
Plasma
Otra(especificar)
Fecha Técnica Resultado Incidencias Diagnéstico
CDC O
Roche [
Luminex 0
Otras (indicar) O
&8 Junta de

Castilla y Ledn

Figura 6. Ficha de control de muestras para deteccién de gripe y otros virus

respiratorios.
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Material y métodos

La procedencia de las muestras fue variada, siendo el propio Hospital Clinico
de Valladolid y el Hospital Universitario Rio Hortega de la misma ciudad los
mas usuarios de la peticion, seguidos por todos los centros de salud de la
ciudad y Hospital General Yague, Hospital Universitario de Salamanca y
después, en menor medida ,el resto de Hospitales de la Comunidad.
Obtuvimos muestras del todos los Hospitales de la Comunidad Auténoma.

La Red Centinela de Gripe también envié sus muestras, frotis faringeos en la
mayoria de los casos, y se procedio de la misma manera para la realizacion del

diagnéstico.

Los centros de Salud que participaron, con el envio de muestras, y pertenecen

a la vigilancia anual de la Gripe, se muestra en la Tabla 10.
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Material y métodos

Tabla 10. Centros de Salud pertenecientes a la Red Centinela de Gripe de la

comunidad de Castilla'y Leon.

RELACION DE CENTROS DE LA RED CENTINELA DE CASTILLAY LEON

CENTRO

DIRECCION

TELEFONO

FAX

C.S. Arévalo

Av.Emilio Romgro, 28
Arévalo. 5200 Avila

920300118

920302362

C.S. El Barco De Avila

C/Las eras, SjN
El Barpo de Avila.
5600 Avila

923430246

920341329

C.S. Sotillo de La Adrada

Pz.De la Concordia,
S/N
Sotillo de La Adrada.

918673109

918668126

C.S. Aranda Norte

C/Santiago, 7
Aranda de Duero.
9400 Burgos

947509494

947503032

C.S. Aranda de Duero Rural

C/Burgo de Osma, 53
Aranda de Duero.
9400 Burgos

947511453

847503308

C.S. Briviesca

C/Santa Ana al Rio, 36
Briviesca. 9240
Burgos

947592244

947590607

C.S. Sedano

Cl/Las eras, S/N
Sedano. 9142 Burgos

947150038

947150087

C.S. Quincoces De Yuso

Br. De San Pedro, S/N
Quincoces De Yuso.
9510 Burgos

947194232

947194159

Consultorio Medico Sasamon

C/Los Caballeros, 7
Sasamon. 9123
Burgos

947370032

947370032

C.S. Eras de Renueva

C/Abad Vinayo, S/N
24008 Leon

987245952

987237712

C.S. San Andrés del Rabanedo

C/Burbia, 23
San Andrés del
Rabanedo. 24191

987228024

987223748

C.S. Santa Maria del Paramo

C/Prado Arriba, S/N
Sta. Maria del
Paramo. 24240 Ledn

987360007

987360047
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C.S. Trobajo del Camino

C/Buenaventura
Durruti, 1
Trobajo del Camino.

987800802

987808044

C.S. Bembibre

C/Carvajal, 1
Bembibre. 24300 Ledn

987510630

987513107

C.S. Ponferrada Il

C/Pico Tuerto, S/N
Ponferrada. 24400
Ledn

987410250

987423990

C.S. Fromista

Cr. Santander, S/N
Fromista. 34440
Palencia

979810065

C.S. Palencia Rural

Av. San Telmo, S/N
34004 Palencia

979710361

C.S. Saldana

C/Vista Alegre, S/IN
Saldana. 34100
Palencia

979890009

C.S. Eras del Bosque

C/ Eras del Bosque,
S/IN
34003 Palencia

979752044

C.S. Torquemada

Pz. De los bueyes, 13
Torquemada. 34230
Palencia

979800132

Consultorio Médico Duenas

C/Hoyo, S/N
Duenas. 34210
Palencia

979780281

Consultorio Médico Boada

C/Mayor, 98
Boada. 37290
Salamanca

923440801

923440286

C.S. Garrido Sur

Av.Comuneros, 27-31,
12 Planta
37003 Salamanca

923126593

923255548

C.S. Linares de Riofrio

C/De Guijuelo, S/N
Linares de Riofrio.
37760 Salamanca

923416287

923416170

C.S. Villares de la Reina

C/La Fuente, 27
Villares de la
Reina.37184

923122280

923124985

C.S. Penaranda de Bracamonte

Av. De Los Jardines,
S/N

Penaranda de
Bracamonte. 37300

923541600

923540011

C.S. Vitigudino

C/Alameda, 2
Vitigudino. 37210
Salamanca

923501151

923500478

C.S. Cantalejo

Cr.Sepulveda, 54
Cantalejo. 40320
Segovia

921520085

921520496
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C.S. Carbonero El Mayor

Cr. Bernardos, 8
Carbonero EI Mayor.
40270 Segovia

921562158

921561023

C.S. Riaza

Pz. Maria Hernando, 1
Riaza. 40500 Segovia

921550238

921550256

C.S. Segovia lll

C/Via Roma, S/N
40003 Segovia

921413327

921413995

C.S. Agreda

C/Venerable, 85
Agreda. 42100 Soria

976646869

976647225

C.S. Gomara

Cr. Almazan, S/N
Gomara. 42120 Soria

975380295

975380248

C.S. Soria Sur

C/Nicolas Rabal, 19
Soria. 42003 Soria

975221299

975233072

C. S. Tordesillas

Cr. De Valladolid, S/N
Tordesillas. 47100
Valladolid

983771038

983771812

C.S. Medina de Rioseco

Pz De La Constitucion,
S/N
Medina de Rioseco.

983700511

983700517

Consultorio Médico Simancas

C/Calzada, S/N
Simancas. 47130
Valladolid

983591785

983350974

C.S. Delicias |

P°. Juan Carlos |, 18
47013 Valladolid

983228311

983228316

C.S. Plaza Circular

C/Doctor Montero, 2
47005 Valladolid

983212620

983212960

C.S. Parada del Molino

C/Parada del Molino, 2
49026 Zamora

980511411

980518793

C.S. Tera

C/Carretera, 72
Camarzana de Tera.
49332 Zamora

980649038

980649038

C.S. La Guarena

C/Arrabal de San
Pedro, S/N
Fuentesauco. 49400

980601108

980600908

C.S. Zamora Sur

C/Santa Teresa, 26
49011 Zamora

980510761

980510761
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Durante el periodo de tiempo estudiado, también recibimos en cuatro
ocasiones, controles de Gripe enviados por la Organizacién Mundial de la
Salud, en las fechas siguientes: Junio de 2009, Diciembre de 2009, Junio de
2010 y Diciembre de 2010.

Estos controles enviados por la OMS, al ser Valladolid Centro Nacional de
Gripe, constan de 10 muestras que contienen ARN de virus de la Gripe
inactivadas mediante rayos y que se reciben liofilizadas para ser reconstituidas
con un buffer incluido en el kit de envio. En dichas muestras se solicita el tipado
y subtipado de cada una de ellas en caso de ser positiva para virus gripal. En
alguna ocasion también se reciben 2 muestras mas en las que se solicita
reconstitucion con buffer y extraccion de material genético previo al tipado y

subtipado.
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2.- TECNICAS UTILIZADAS:

Para el diagndstico molecular de todas las muestras respiratorias recibidas
durante este periodo de tiempo se utilizaron de manera preliminar 2 técnicas

moleculares:

1.- XTAG Respiratory Viral Panel Fast (Luminex Molecular Diagnostics
Abbott®).

2.- Real Time — PCR Detection of Influenza A H1IN1 Swine (Roche ®).

En muestras donde el resultado era confuso o no concluyente para Gripe A
H1n1 pdm, se utiliz6 otra técnica molecular de soporte, Real Time PCR System
Applied Biosystems , aprobado por CDC.

En los controles de la OMS, que se recibieron durante el periodo de tiempo de
estudio, ademas de estas tres técnicas mencionadas, se utilizd otra técnica

basada en Microarrays de baja densidad comercializada por Clondiag®.
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3.- DESCRIPCION DE LAS TECNICAS:

3.1. XTAG Respiratory Viral Panel Fast (Luminex Molecular Diagnostics
Abbott®).

XTAG® Respiratory Viral Panel Fast (RVP FAST) es una prueba multiplex
cualitativa de &acido nucleico destinada a la deteccion e identificacion
simultaneas de varios acidos nucleicos de virus respiratorios en frotis
nasofaringeos, aspirados nasales y lavados broncoalveolares en individuos con
posible infeccion de tracto respiratorio.. La deteccién e identificacion de acidos
nucleicos virales especificos en individuos que presentan signos y sintomas de
infeccion respiratoria ayudan a diagnosticar infecciones virales si se utilizan
junto con otros hallazgos clinicos y de laboratorio. Los tipos y subtipos de virus

detectados por RVP FAST se enumeran en la tabla 11 a continuacion.

Tabla 11. Virus respiratorios detectados por RVP FAST.

Virus Tipo/Subtipo
Gripe A H1
H3
Gripe B
Virus respiratorio sincitial
Coronavirus 229E
0C43
NL63
HKU1
Virus de la Parainfluenza Parainfluenza1

Parainfluenza2

Parainfluenza3

Parainfluenza4

Matapneumovirus humano

Enterovirus/rinovirus

Adenovirus

Bocavirus humano
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3.1.1 Descripcion del método de RVP FAST:

La tecnologia del Luminex 200 se basa en la fluorimetria de flujo de la célula
con innovaciones desarrolladas por Luminex. La hidradlica, la robdtica, la
Optica, el control de la temperatura, el software y las microesferas xMAP®
trabajan en conjunto para permitir el analisis simultdneo de hasta 100 analitos

en una muestra de prueba unica.

RVP FAST incorpora en la plataforma Luminex® la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (PCR-TI) multiplex junto con el sistema
clasificacion por “tags” universal de propiedad exclusiva de Luminex. El analisis
incluye también un control interno (fago MS2 de E. coli) que se afiade a cada
muestra antes de la extraccidn y un control de procedimiento (ADN del
bacteriéfago lambda) que se afade como reaccion PCR-TI en cada

procedimiento.

En cada muestra, se utilizan 10 ul del extracto viral (ARN o ADN) en una unica
PCR-TI multiplex. Cada virus, subtipo o control interno de la muestra da como
resultado amplimeros de PCR (que oscilan entre 58 y 206 pb, sin incluir el “tag”

de 24 segmentos).

A continuacién se afiade una alicuota de 2 ul del producto de la PCR-TI a una
reaccion de hibridacién/deteccion que contiene la matriz universal y el
conjugado de estreptavidina/R-ficoeritrina. Cada poblacién de microesferas de
Luminex detecta un objetivo viral o control de analisis especifico mediante una
hibridacion anti-tag/tag especifica. Después de la incubacion de los productos
de PCR-TI con la mezcla de microesferas, el instrumento Luminex ordena y lee

las reacciones de hibridacion/deteccion. Se genera una sefial (de intensidad de
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Fluorescencia media o MFI) para cada poblacion de microesferas. Estos
valores de fluorescencia se analizan para determinar la presencia o ausencia

de objetivos virales y/o controles en cada muestra.

Con una unica reaccion multiplex se identifican todos los virus. EI XTAG Data
Analysis Software para RVP FAST (TDAS RVP FAST) analiza los datos para

poder proporcionar un informe que resuma los virus presentes.

3.1.2 Reactivos suministrados con el equipo:

A continuacion, en la Tabla 12 se exponen los reactivos que se suministran con

el equipo.
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Tabla 12. Reactivos suministrados con el equipo.

Volumen para 96

Condiciones de

Reactivo

pruebas aislamiento
Mezcla base para xTAG RVP [ 192 ul x 1
FAST ampolla

Mezcla de enzimas OneStep
para xTAG

57 ul x 3 ampollas

Tampdén OneStep para xTAG,

10 mL x 1

Mezcla de dNTP para xTAG

200 I x 1

Agua libre de RNasa para

1.9 mL x 1

Almacenar a una
temperatura de entre -25
y -15° C. tras la

recepcion.

Mezcla de microesferas para
XxTAG RVP FAST

192 mL x 1

ampolla

Almacenar a una
temperatura de entre -25
y -15 protegida de la luz
tras la recepcion.

Almacenar a una
temperatura de entre 2 y
8° C. protegida de la luz
tras el primer uso.

Tampon informante para xTAG

120 mL x 1
ampolla

Almacenar a una
temperatura de entre -25

y -15 tras la recepcion.

Almacenar a una
temperatura de entre 2 y

8° C. tras el primer uso.

Estreptavidina/R-ficoeritrina
G15 (SAPE) para xTAG

120 pl x 1
ampolla

Almacenar a una
temperatura de entre -25
y -15 protegida de la luz

tras la recepcion.

MS2 para xTAG

1,5 mL x 2
ampollas

ADN del bacteriofago lambda
para xTAG

200 ul x 1

ampolla

Almacenar a una
temperatura de entre -25

y -15 tras la recepcion.
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Advertencias y precauciones para el diagnostico de Gripe A( Luminex
RVPfast):

Gripe de tipo A y B: Los virus de la gripe causan cada afio epidemias que
afectan a entre un 5 y 15% de la poblacion durante los meses de invierno.
Pertenecen a la familia de los ortomixoviridae y son pequefas particulas
envueltas que incluyen un genoma de ARN de cadena negativa. Las cepas de
la gripe A y B sufren variaciones genéticas, que crean distintas cepas que
pueden afectar a toda o una parte de la poblacion humana. La Gripe de tipo A
suele ser una infeccion mas grave que la del tipo B y las cepas H3NZ2 tienen un
mayor indice de mortalidad. Los virus de la gripe A tienen dos subtipos
especialmente importantes para infecciones en humanos: H3N2 y H1N1.
Recientemente, otro subtipo de virus de la gripe se ha vuelto muy importante
para los seres humanos: H5N1 aviar. Desde 1997, esta cepa que afectaba
antes solo a las aves, ha infectado a alguna persona que ha estado en contacto
con aves infectadas. La gripe aviar puede ser clinicamente muy grave. En
2009, se identificdé una cepa nueva de la gripe A, H1N1. Desde el 6 de julio de
2009 se ha identificado un total de 94.512 casos confirmados y sospechosos
de infeccion por gripe H1N1 en humanos en todo el mundo. A parte de dichos
casos, se han confirmado 429 muertes. Hay un informe semanal de vigilancia
de la gripe disponible

http://www.who.int/csr/disease/swineflu/updates/en/index.htmL 8.

Gripe no clasificable en tipo (es decir, se detecta un gen matriz de la gripe A),
distinto al subtipo H1 y H3: Si RVP FAST identifica positivamente el objetivo del
gen matriz de la gripe A, pero no identifica ningun objetivo del gen
hemaglutinina, vuelva a analizar la muestra con RVP FAST empezando por la
fase de extraccion con controles externos de esos dos analitos. Realice la
extraccion de muestras por duplicado. Si la nueva prueba no da resultados

positivos de H1 o H3 en ninguna de las dos réplicas y los controles externos se
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han introducido correctamente, pdénganse en contacto con las autoridades
sanitarias adecuadas para determinar si la muestra de la gripe A no clasificable

en tipo representa una nueva cepa de la gripe A.

3.1.3 Preparacion de la muestra:

Se deben de tomar precauciones estandar con respecto a la recogida,
manipulacion y almacenamiento de muestras antes de la extraccién (consulte
la edicidn mas reciente de la directriz MM13 de CLSI y Farkas et al. 1996%).
Las muestras del paciente y los controles externos se deben extraer con un

método validado.

Las muestras clinicas se pueden almacenar a temperaturas de entre 2y 82 C
hasta 7 dias después de la recogida en un medio de transporte universal (se
recomiendan 3 mL o equivalente. Si la muestra no se va a analizar en los 7
dias posteriores a la recogida, se debe almacenar congelada a una
temperatura de -80? C. Se afnade 20 yl de MS2 para xTAG (control interno) a
200 pl de la muestra del paciente. Se extrae la muestra con MS2 anadido de
acuerdo con el folleto del método de extraccion y se diluye el material de acido
nucleico en 55 pl. Las extracciones se deben almacenar a una temperatura de

-802 C durante seis meses o hasta realizar el analisis con RVP FAST.

3.1.4 Procedimiento de analisis

Se recomienda que el procedimiento de andlisis, desde la configuracién de la

PCR-TI hasta la adquisicion de datos, se realice durante un plazo de 48 horas.
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PCR-TI multiplex

Nota: Se realizara la configuracion de PCR-TI en un area previa a la PCR. Se
agita y se mezcla cualquier precipitado visible (incluidas las escamas
transparentes) en el tampon OneStep para disolverlo completamente antes de
usarlo. Durante la configuracion, se mantiene la mezcla principal y las muestras

sobre hielo o un bloque frio. Se precalienta el termociclador a 50° C.

El siguiente procedimiento es para una unica reaccion PCR-TI. Modifiquelo
para analizar hasta 96 muestras multiplicando los volumenes por el numero de
muestras. Se debe incluir como minimo un control negativo (el ultimo tubo) en

cada configuracién de PCR-TI.

1. Se descongela y se lleva a temperatura ambiente la mezcla base para
XTAG RVP FAST, el tampdén OneStep para xTAG 5X, la mezcla de dNTP
para XTAG y el agua libre de RNasa. Se agitan los tubos durante 2-5
segundos para mezclar los reactivos y se centrifugan durante 2-5 segundos

para que los reactivos se asienten en el fondo.

2. Se retira la mezcla de enzimas OneStep para xTAG del congelador cuando
este listo para usarla y se devuelve al congelador inmediatamente después
de usarla. Se mezcla invirtiendo y girando el tubo y se centrifuga durante 2-

5 segundos para que los reactivos se asienten en el fondo.

3. Se etiqueta con el numero adecuado de los tubos PCR de 0,2 mL. Se
incluye un tubo para cada control de procedimiento (ADN de lambda) y
como minimo un tubo para el control negativo (agua). Se colocan los tubos

en un soporte para refrigerador de PCR.

4. Se etiqueta un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL como MM. Se afiaden los

reactivos en el siguiente orden.
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Tabla 13. Reactivos necesarios para PCR-TI de RVP-FAST de Luminex®.

Reactivo Volumen para 1 reaccién
Agua libre de RNasa para xTAG 1,3 uL
Tampén OneStep para xTAG, 5X 4,0 uL
Mezcla de dNTP para xTAG 1,1 L
Mezcla base para xTAG RVP FAST 2,0 yL
Mezcla de enzimas OneStep para xTAG 1,6 uL
Volumen total 10,0 L

5. Se agita la mezcla principal de PCR-TI durante 2-5 segundos para mezclar
los reactivos y se centrifugan durante 2-5 segundos para que se asienten

en el fondo.

6. Se anade una parte alicuota de 10 pL de la mezcla principal de PCR-TI en
cada tubo de PCR de 0,2 mL etiquetado (en el soporte para refrigerador de
PCR).

7. Se afnade a cada tubo 10 uL de la muestra de acido nucleico o ADN de fago
lambda extraido. Se tapa el tubo inmediatamente después de afadir la

muestra.

8. Para controles negativos de PCR-TI, se anade al tubo 10 yL de agua libre

de RNasa. El ultimo tubo debe ser un control negativo.

9. Se agitan los tubos durante 2-5 segundos para mezclar los reactivos y se

centrifugan durante 2-5 segundos para que se asienten en el fondo.

10. Se los tubos en un termociclador precalentado (50° C.) y realice ciclos en

las siguientes condiciones:
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e Establezca la temperatura del termociclador como temperatura BLOCK

(de bloque) con capa térmica activada.

e Precaliente el termociclador a 50° C.

Tabla 14. Procedimiento para PCR de RVP-FAST de Luminex®.

1 ciclo——> |1 ciclc——> |34 cicloc——> |1 ciclé——> [Fin

50°C 95°C 95°C -30seg [72°C 4°C

20 min 15 min 59° C - 30 seg |2 min ESPERA
72° C - 30 seg

Velocidades recomendadas de acceso al
termociclador: ABI: ajuste 9600

Bio-Rad DNAEngine (MJ PTC
200): 2° C/seg

MJ PTC100: (velocidades de
acceso predeterminadas)
Eppendorf: 20% de velocidad de

acceso (1,2° C/seq)

11.Almacene los tubos de PCR-TI hasta 48 horas a una temperatura de entre 2

y 8° C hasta que esté listo para utilizarla.

3.1.5 Hibridacion/deteccion de microesferas

Nota: Antes de la reaccion de hibridacion, encienda el sistema Luminex vy
prepare el instrumento para leer las muestras segun se indica en el manual del
usuario de Luminex. Realice la hibridacion de microesferas en el area posterior
a PCR. Limite la exposicién a la luz de las microesferas e informante durante la
configuracion de la reaccion. Precaliente el termociclador a 45° C durante la
fase de hibridacion/deteccion de 20 minutos. No desnaturalice los productos de

PCR-TI antes de la fase de hibridacién/deteccion. Establezca la temperatura
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del bloque calentador XYP en 40° C. 10 minutos antes del final de la fase de
hibridacion/deteccion.

1. Descongele y lleve a la temperatura ambiente la mezcla de microesferas
para XTAG RVP FAST y el tampdn informante para xTAG.

2. Agite el conjugado estreptavidina/R-ficoeritrina G15 (SAPE) para xTAG
durante 2-5 segundos. Diluya SAPE 75 veces junto con el tampén
informante para xTAG en un tubo de vidrio borosilicato o de
polipropileno. Cada muestra requiere 75 pL de solucion informante
diluida. El calculo de volumenes por reaccion (incluidos los excesos)
para la reaccién de hibridacion se proporciona a continuacion. Al

preparar las diluciones, mida los volumenes con precision:

Tabla 15. Volumenes de tampdn informante y SAPE en funcién del numero
de muestras para RVP-FAST de Luminex®.

Numero de Volumen del tampén
Volumen de SAPE
reacciones de informante para ()
hibridacién xTAG (mL) H
24 2,22 30
48 4,44 60
96 8,88 120

Tape el tubo con Parafim y remuévalo durante 10 segundos para

mezclarlo. Protéjalo de la luz hasta que esté listo para usarlo.

3. Etiquete los pozos de la reaccidn de hibridacidn/deteccion (cortelos de
una placa de microtitulacion de 96 pozos de Costar).
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4. Agite el tubo con la mezcla de microesferas para xTAG RVP FAST
durante 10 segundos y sométalo a ultrasonido durante 10 segundos para

dispersar las microesferas. Repita el procedimiento.

5. AAada una parte alicuota de 20 pL de la mezcla de microesferas para

xTAG a cada pozo.

6. Agitese los tubos con los productos de PCR-TI (consulte la seccion 11.1)
durante 2-5 segundos y centrifuguelos durante 2-5 segundos para que

los reactivos se asienten en el fondo.

7. Anada una parte alicuota de 2 pL del producto de la PCR-TI a los pozos
adecuados, a los que antes ha anadido la mezcla de microesferas.
Pipetee arriba y abajo el liquido de 2 a 3 veces para mezclar la muestra

(evite la contaminacion cruzada entre pozos).

8. Transfiera la solucion informante a la cubeta de depédsito y con una
pipeta de 8 canales, afada 75 uL de la solucién informante a cada pozo.
Pipetee arriba y abajo con cuidado el liquido de 5 veces (evite la

contaminacion cruzada entre pozos).
9. Tape los pozos con Microseal.

10. Coloque los tubos en un termociclador precalentado a 45° C durante 20

minutos.

3.1.6 Preparacion del instrumento Luminex y adquisicion de datos.

1. Antes de la fase de hibridacion, siga los procedimientos diarios de inicio y
mantenimiento incluidos en el manual de usuario de Luminex. Realice
una fase de limpieza. Asegurese de que el bloque calentador XYP se ha
calentado a 40 °C, como minimo 10 minutos antes del final de la

hibridacion/deteccion.
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2. Ajuste la altura vertical del brazo de muestreo para leer las muestras de
una placa Costar. Utilice para ello, una placa Costar vacia con una esfera

de alineacion.
3. Cree un lote nuevo haciendo clic en New Batch (Nuevo lote).

4. Rellene la informacién del lote, introduzca la informacién del paciente

incluyendo el numero de muestra.

5. Tras 20 minutos de incubacion, coloque la placa en el soporte de placa y

retraigala, pulse Star Plate.

6. Una vez finalizada la lectura, limpie el sistema Luminex.

3.1.7 Analisis de datos

Para realizar el analisis de los datos es3necesaria la instalacion de TDAS
RVP FAST que viene adjunto con el manual de usuario que incluye el CD.
En éste manual de usuario de TDAS RVP FAST se describe como utilizar el

software.

3.1.8 Interpretacion de los resultados

Cada muestra incluye una columna individual para cada objetivo viral, el
control interno (bacteriéfago MS2) y el control de procedimiento

(bacteriofago lambda).
Dianas de objetivos virales (excepto gripe A):
1.- POS: se ha detectado objetivo viral.

2.- NEG: no se ha detectado el objetivo viral.
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3.- No Call (sin dianas): hay un fallo en uno o0 mas parametros/controles

del analisis.

Dianas de Gripe A:

1.- H1 D: se ha detectado el subtipo H1 de la Gripe A (estacional).

2.- H3 D: se ha detectado el subtipo H3 de la Gripe A.

3.- H1, H3 D: se han detectado los subtipos H1 (H1 estacional) y H3 (H3

estacional) de la Gripe A.

4.- Ut D (No clasificable en subtipo): se ha detectado un virus de la Gripe
A de subtipo no clasificable (p. ej., HSN1, o H1IN1pdm).

5.- NEG: no se ha detectado el objetivo viral.

6.- No Call (sin dianas): hay un fallo en uno o mas parametros/controles

del analisis.

Dianas de control (control interno y de procedimiento)

1.- PRES: se ha detectado el control interno/de procedimiento

recomendado.

2.- ABS (Ausente): no se ha detectado el control interno/de

procedimiento recomendado.

3.- No Call (sin dianas): No se ha podido determinar la presencia o
ausencia del control interno/de procedimiento debido a que no se ha

cumplido algun criterio especifico del analisis.

102
Silvia Rojo Rello




Material y métodos

3.2 - Real Time — PCR Detection of Influenza A H1IN1 Swine (Roche ®).
3.2.1.- Introduccion del método:

Este Kit comercializado por Roche® permite detectar gripe A HIN1pdm; su uso
fue destinado en 2009 para detectar el nuevo subtipo que cred la pandemia.

En Abril de 2009, un nuevo virus A H1N1 fué reportado desde las autoridades
de Méjico. La gripe A H1IN1 pdm tenia un gen de la neuraminidasa muy similar
al subtipo H5N1, en cambio, tenia un gen de Hemaglutinina muy especifico que
podia ser usado para la identificacion. La Retrotranscripcion (RT) y posterior
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de gripe A esta
basada en la conservada secuencia genética de la proteina de la matriz viral
M2, y el subtipo H1 pdm esta basado en la deteccidn de la secuencia de la
Hemaglutinina especifica H1.

Los virdlogos (Pannig et al.2009)* que han trabajado en este kit han disefiado
los cebadores (primers) y la mezcla de sondas necesaria para la deteccion del
ARN viral de este subtipo de gripe en muestras clinicas, ha sido recomendado

por el Instituto Robert Koch en Berlin, Alemania (Mayo de 2009).

El numero de test que se puede hacer con este Kit es 100, con un volumen
final de reaccion de 20 pl para ser usado en el termociclador LightCycler® 480
0 2.0.

3.2.2.- Contenido del Kit:

3.2.2.1 Vial de tapdn azul: Mezcla de cebador y sonda para Gripe A (M2). Vial
liofilizado que contiene 1 nmol de cebador junto con 0.5 nmol de sonda-FAM
disuelto en 300y de Tris-HCI para una concentracion final de 3.33 M de

cebador y 1.67 yM de sonda.

3.2.2.2 Vial de tapon : Mezcla de cebador y sonda de acido nucleico
humano. Control de Extraccion. Se trata de un vial liofilizado que contiene
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1nmol de cebador y 0.5 nmol de sonda como control de extraccion disuelto en
300u! de Tris-HCI para conseguir una concentracién final de 3.33uy de cabador

y 1.67ude sonda.

3.2.2.3 Vial de tapon azul: Control de gripe A/M2: Un vial liofilizado disuelto en
400pL de Tris-HCI que contiene 8x10° copias de gen M2 para utilizarse como

control positivo.

3.2.2.4 Vial de tapdn rojo: Mezcla de cebador y sonda para Gripe A(H1). Vial
liofilizado que contiene 1 nmol de cebador junto con 0.5 nmol de sonda-FAM
disuelto en 300y de Tris-HCI para una concentracion final de 3.33 uM de

cebador y 1.67 uM de sonda.

3.2.2.5 Vial de tapdn rojo: Control de gripe A/H1: Un vial liofilizado disuelto en
400pL de Tris-HCL que contiene 8x10° copias de gen M2 para utilizarse como

control positivo.

3.2.2.6 Vial de tapdn transparente: Agua de PCR. El kit contiene dos viales de

1 mL cada uno.

3.2.2.7 Vial de tapén blanco: Tris-HCI, este disolvente presenta un pH de 8.0 y
se utiliza para reconstituir la mezcla de cebadores y sondas y los controles. El

kit contiene 2 viales de 1 mL cada uno.
3.2.3.- Conservacion y estabilidad:

El kit es estable entre +15°C y +25°C pero debe guardarse entre +2°C y +8°C
en la oscuridad.

Una vez reconstituidas los cebadores y las sondas deben de conservarse a -
20°C realizando pequenas alicuotas para evitar excesivas
descongelaciones/congelaciones y poner en peligro su utilidad.

Es necesario precalentar cebadores y sondas durante 10 minutos a 85°C y

posteriormente introducir en hielo para su correcto funcionamiento.
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3.2.4 Equipos o reactivos adicionales requeridos:

-Laboratorio equipado.

-Puntas de pipeta libres de RNasas.

-Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL para la preparacion de la Master mix

y diluciones.
-Cambio de guantes en cada paso.

-Para PCR: Sistema de PCR a tiempo real como el LighCycler® 2.0
utilizado en nuestro caso. Capilares y tapones de los mismos para utilizar en

este soporte.

-Para realizar la retrotranscripcion-PCR en un solo paso se utiliza otro Kit
adicional: Real Time ready RNA Virus Master comercializado también por
Roche®.

3.2.5 Procedimiento

Para la identificacion y deteccion correcta de la muestra y una extraccion del
material genético adecuada, el Kit incluye una sonda/cebador adicional que
puede usarse en el mismo ensayo; de esta forma, permite detectar
simultaneamente el acido nucleico de la muestra a analizar junto con el control

de extraccion.

El procedimiento que se sigui6 fue la RT-PCR en un sélo paso en el que se
consigue una cantidad de 20 ul de reaccidon para su posterior introduccion en

capilares y utilizacion del Sistema LightCycler 2.0 de Roche®.

3.2.5.1 Descongele los viales 1a al 4 que corresponden con los controles de
proteina matriz de gripe A, Hemaglutinina H1(2009) y control de extraccion,
ademas se deben de descongelar también los 3 viales del Kit Real Time ready
RNA Virus Master que se corresponden con Enzyme Blend, Reaction Buffer y
Water PCR Grade.
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3.2.5.2 Ponga sus muestras en hielo. Prepare la RT-PCR master mix como se

indica en el protocolo siguiente y pongalo también en hielo.

3.2.5.3 Dispense la mezcla y la master mix realizada anteriormente en los
capilares preparados para el instrumento LightCycler 2.0. Siempre empiece por
el control negativo, seguido de las muestras problema y, por ultimo, dispense el

control positivo al final.

3.2.5.4 Cierre cada capilar con su tapdén correspondiente nada mas pipetear la

master mix y su muestra.

3.2.5.5 Mantenga, mientras realiza todo el proceso, los capilares en un
termobloque frio. Inserte los capilares en unos adaptadores para realizar una
rapida centrifugacion (aproximadamente 5 segundos) a mas de 3.000 r.p.m y
coloque a continuacion los capilares en el carrusel del equipo ordenados en

Sus posiciones.

3.2.5.6 Empiece el programa de PCR.

PREPARACION DE LA RT-PCR MASTER MIX

En un tubo de reaccion de 1.5 mL prepare la RT-PCR master mix en el orden

de la tabla siguiente y mezcle vigorosamente pipeteando arriba y abajo.
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Tabla 16: Preparacién de RT-PCR master mix.

COMPONENTES Inf A/M2 + Control de Inf A/H1
extraccion
Enzyme Blend 50x (Real 0.4 uL 0.4 uL
Time ready RNA Virus
Master/vial1)
Reaction buffer 5x (Real 4.0 uL 4.0 yL
Time ready RNA Virus
Master/Avial2)
Preheated Primer/Probe 3.0 uL -
Mix Inf A/M2 (vial 1a)
Preheated Primer/Probe 3.0 uL -
Mix/ Human NA
Extracion Control (vial
1b)
Preheated Primer/Probe - 3.0 uL
Mix / Inf A/H1 (vial 3)
Water PCR Grade 4.6 uL 7.6 uL
Precooled Viral RNA 5.0 uL 5.0 uL
Sample or Positive
Control or Negative
Control
Total Volumen 20.0 pL 20.0 pL

Prepare la mezcla calculando para 1 reaccion mas multiplicando cada volumen

por el numero de reacciones.
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Esta RT-PCR Master mix puede ser usada para todos los soportes de
LigtCycler de Roche®.

PROTOCOLO DE RT-PCR PARA EL INSTRUMENTO LIGHTCYCLER 2.0 DE
ROCHE®.

Este protocolo de RealTime PCR utiliza los siguientes programas:

1.- Transcripcion reversa del RNA viral.

2.- Desnaturalizacion inicial de cDNA/RNA hibridado.

3.- Amplificacion del cDNA.

4.- Enfriamiento del carrusel en el termobloque.

En la siguiente tabla se muestran los parametros que deben ser programados

en el LightCycler 2.0 para hacer la RealTime PCR.

Tabla 17: Protocolo de RT-PCR.

Analysis mode | Cycles | Segment |Target |Hold Ramp | Acquisition

(C° | (hh:mm:ss)|Rate |mode
(Cs)

Reverse 1 - 58 0:08:00 20 none

transcription

none

Initial 1 - 95 0:00:30 20 none

desnaturation

none

Amplification
quantification |45 Desnat. |95 0:00:01 20 None
Annealing | 60 0:00:20 20 Single

extension |72 0:00:01 2 none

Cooling
none 1 - 40 0:00:30 20 none

3.2.6 Interpretacion de los resultados
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En la siguiente tabla se muestran los canales de longitud de onda a la que

realiza la interpretacion en el instrumento LightCycler 2.0 de Roche®.

Tabla 18: Canales para la adquisicion de datos.

System LightCycler 2.0 Instrument
Channel for Inf A/IM2 530
Channel for extraction control (Internal 560
control)
Channel for inf A/H1 530

3.2.6.1 Control Negativo: El resultado del control negativo debe ser siempre
negativo medido en el canal indicado para inf A/IM2 y para Inf A/H1.Si el
resultado es positivo, todos los resultados de las muestras ensayadas en esa
reaccion deben ser anuladas por la potencial contaminacién de los reactivos.
En este caso, un resultado positivo obligaria a repetir el ensayo con una Master
mix de RT-PCR realizada de nuevo.

3.2.6.2 Control Positivo: El resultado del control positivo medido en su canal
apropiado de inf A/IM2 y Inf A/H1 debe ser siempre positivo. Si el resultado es
negativo, debe realizarse una nueva RT-PCR e invalidar todos los resultados

de las muestras ensayadas.

3.2.6.3 Resultados de las muestras problema: Chequee los resultados de los
controles de ese ensayo e interprete los resultados de las muestras como se

muestra en la tabla 19.
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Tabla 19: Interpretacién de los datos utilizando el Control de Extraccion.

Inf AIM2 Control de Inf A/H1 Resultado
Extracion
(Control Interno)
Positivo Positivo Positivo Gripe A Positivo
Pandémica
(H1N1)2009
Positivo
Positivo Positivo Negativo Gripe A positivo
Pandémica
(H1N1)2009
Negativo
Positivo Negativo Positivo Gripe A Positivo
Pandémica
(H1N1)2009
Positivo
Positivo Negativo Negativo Gripe A Positivo
Pandémica
(H1N1)2009
Negativo
Negativo Positivo Positivo No valorable
Negativo Positivo Negativo Gripe A negativo
Pandémica
(H1N1)2009
Negativo
Negativo Negativo Positivo No valorable
Negativo Negativo Negativo No valorable

Silvia Rojo Rello
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3.2.6.4 Control interno: Si los resultados son negativos para Inf A/M2, el control
de extraccion en el canal 560 debe ser positivo para confirmarr que la reaccién
de RT-PCR no ha sido inhibida. Si una muestra es positiva en el canal de Inf
A/M2 con un alto contenido en RNA puede competir con su propio control

interno y resultar negativo.
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3.3 RT-PCR PARA GRIPE A H1N1 2009 APROBADA POR LOS CDC, Real
Time PCR System Applied Biosystems.

Como se comentd al inicio de este capitulo, las dos técnicas previas se
utilizaron para la deteccion de gripe y de otros virus respiratorios de manera
rutinaria en todas las muestras, ésta otra técnica de deteccion de gripe A
solamente se utilizé en algun caso aislado ante un resultado discordante entre

las técnicas previas para afianzar nuestro diagndstico.

El protocolo de Applied-Biosystems por RT-PCR en real-time para la deteccion
de gripe A/H1N1 incluyen un panel de primers y sondas basadas en el disefio
que publico el CDC en la pagina web de la OMS el dia 28 de Abril de 2009 y
revisado el 30 de Abril del mismo afo:

http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/realtimeptpcr/en/index.ht
91

ml)

Las secuencias de los primers fueron idénticas a las disefiadas por el CDC. Las
sondas TagMan® estaban disefiadas de acuerdo al CDC y marcadas con 6-

Carboxifluoresceina (FAM).

Los ensayos se disenaron para la deteccion cualitativa de los virus de la gripe
A/H1N1 2009.

Esta técnica esta basada en la realizacion de una retrotranscripcion previa para
convertir el RNA viral en cDNA y posteriormente amplificar el material genético
mediante 4 PCR diferentes dependiendo de su secuencia diana. Se utilizan en
una misma Real-Time PCR, 4 reacciones que permiten detectar si el material
genético es compatible con gripe A, gripe A de origen porcino, Hemaglutinina
H1 especifica de gripe A porcina (H1N1) y finalmente una reaccion que se

utiliza como control de procedimiento frente al gen humano RNasa P.

3.3.1 Formato de sondas:
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3.3.1.1 TagMan® Influenza A MGB Assay (Set 1) (50X) esta disefiado para

detectar los virus de la gripe A.

3.3.1.2 TagMan® H1N1 Influenza A MGB Assay (Set 2) (50X) esta disefada

para detector especificamente los virus de la gripe porcina A (H1N1 2009).

3.3.1.3 TagMan® H1N1 Influenza A Subtype H1 MGB Assay (Set 3) (50X)
estd disefiada para detectar el subtipo H1 de los virus de gripe A porcina
(HIN1).

3.3.1.4 TagMan® RnaseP MGB Assay (Set 4)(50X) corresponde a sondas
que amplifican el gen humano RNasa P y sirve como control positivo para la

presencia de acidos nucleicos.

3.3.2 Instrumento de PCR a tiempo real recomendadp:

7500 fast para uso exclusivo de investigacion de Applied Biosystems.
3.3.3 Reactivos RT-PCR de un paso recomendados:

Para la realizacion de los ensayos, se recomiendan utilizar los siguientes kits

comerciales:

3.3.3.1 Invitrogen SuperScript ™1l Platinum One-Step Quantitative Kit.
3.3.3.2 RNA UltraSense ™ One-Step Quantitative RT-PCR System.
3.3.3.3 AgPath-ID ™ One-Step RT-PCR Reagents.

3.3.4 Procedimiento:

Se utiliza el kit recomendado con los siguientes volumenes
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Tabla 20. Volumenes utilizados para el kit de RT-PCR

REACTIVO VOLUMEN POR REACCION
dH,O n X8 puL
Assay Mix n X 0.5 L
Enzyme Mix nX1puL
2 X PCR Master Mix nX12.5 uL
Volumen total Mix 22 L

NOTA:
n = numero de muestras en el ensayo. Calcular el mix n + 1 en el caso de ensayos de hasta 10
muestras y para ensayos de mas de 10 muestras, calcular n + 2.

Dispensar los 22uL de mix en los pocillos de las placas y afadir a cada uno
3uL de muestra de RNA. Para el caso de los controles negativos, afiadir 3uL de
agua de PCR (dH0).

Programa de termociclador:

Tabla 21. Programacién del termociclador para la realizacion de la técnica.

Reverse Transcription HOLD 50° C 30 minutos
Activacién HOLD 95° C 10 minutos
PCR amplificacion 45 ciclos 95° C 15 sec
55° C 30 sec

La coleccion de datos de fluorescencia se produce al final del paso de

extension de 55°C.
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3.4. ARRAY VIRUS INFLUENZA A (CLONDIAG®).

3.4.1 Fundamento de la técnica:

Este kit es util para la identificacion de diferentes subtipos de Influenza A en
base al tipo de Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA).

Para poder realizar la técnica, se extrae el contenido de RNA del virus y se
realiza una retrotranscripcion para obtener cDNA, con el que se hara una
reaccion de PCR marcando el producto con biotina (uso de primers

biotinilados).

El producto de PCR biotinilado se hibrida en la membrana de los pocillos del
array, enfrentandolo a 535 sondas de DNA correspondientes 218 secuencias

de distintos marcadores virales necesarios para el tipaje H-N.

El producto biotinilado que se une a las sondas especificas que se encuentran
en la membrana del array se revela con Streptavidina-Peroxidasa (reactivo C4)

mas sustrato de la peroxidada (reactivo D1)

En la membrana del array hay dos spots que corresponden al control de
hibridacion, habiendo biotina unida y, por tanto, controlando el revelado.

Después de leer los resultados, obtenemos un informe que nos indica si en la

muestra habia virus Influenza A y el subtipo.
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3.4.2 Protocolo:

3.4.2.1.0ne-Step RT-PCR:

- Realizar la extraccion de RNA virico siguiendo el protocolo de extraccién
habitual.

- Para realizar la reaccion de Retrotranscripcion (RT) para obtener cDNA vy la
amplificacion del cDNA, se recomienda el uso del kit SuperScript™ Il One-Step
RT-PCR System con Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Cat. No.
12574).

Protocolo:

Grabar en el termociclador el siguiente programa.

Tabla 22 : Protocolo en el termociclador de la retrotranscripcion

Pre-heat cover/lid to 105°C

Reverse transcription 30 min at 50°C

Activation of Tag Polymerase 2 min at 94°C
45 sec at 50°C

45 cycles with 45 sec at 68°C
30secat 94°C

Final elongation 5 minat 68 °C

Cool down to 4°C, hold

- Resuspender los primers (HA y NA) del Kit de Clondiag con 100uL de agua
destilada de grado molecular (RNAsa free). Echar el agua desde arriba y dejar

3 minutos a T? ambiente.

- Realizar la reaccién de RT y la PCR, con los dos primers. Por tanto, para
cada muestra vamos a realizar dos reacciones independientes de One-Step
RT-PCR, una para cada primer (HA o NA).
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Tabla 23. Reactivos de RT-PCR necesarios para la realizacion de la técnica en
funcion del numero de test realizados.

Number of tests 1 3 5 7 9
(add surplus for 1
PCR)
RNAse-free, 85 | 25,5 | 425 | 59,5 | 76,5
ultrapure water pL pL pL uL uL
Rxn Mix 125 | 37,5 | 62,5 | 87,5 | 112,5

(Invitrogen Kit) pL pL pL pL uL
Primer Mix (HAor| 20 | 6puL |10pL | 14 yL | 18 uL

NA) uL
SSIII RT/ 1.0 3uL | 5uL | 7uL | 9L
PlatinumTaqg Mix pL
Specimen 1Tx1 | 3x1|5x1 | 7x1 ] 9x1
(RNA isolate or ML ML ML uL uL
control)
TOTAL 25uL | 75 uL | 125 175 225

uL uL uL

Como se deduce de la tabla anterior, el volumen final de la reaccion con cada
uno de los primers, sera de 25 uL, poniendo en el eppendorf 1uL de RNA
target.
Como tenemos que amplificar las HA y las NA, utilizaremos 2uL de muestra, en
total.
- Se recomienda preparar una Master-mix con todos los
componentes excepto la muestra para cada uno de los primers
(HA o NA) y dispensar 24uL en todos los eppendorfs de 0,2mL
(RNAsa free) que necesitemos (segun muestras a amplificar).
NOTA: Importante poner un control negativo (H,O destilada para PCR) para
controlar posibles contaminaciones de la PCR. Por tanto, al hacer los calculos
para preparar la Master-mix, hay que tener en cuenta que vamos a amplificar
una muestra mas.

Poner los eppendorfs en el Termociclador.
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Tabla 24 . Programa de termociclador para RT-PCR

Pre-heat cover/lid to 105°C

Reverse transcription 30 min at 50°C

Activation of Tag Polymerase 2 min at 94°C
45 sec at 50°C

45 cycles with 45 sec at 68°C
30secat 94°C

Final elongation 5 min at 68 °C

Cool down to 4°C, hold

3.4.2.2. Hibridacién:

Recomendaciones para la manipulacion de la membrana del Array

Esta membrana se encuentra en el fondo del pocillo de las tiras. Es la parte
mas delicada del Array. Algunas recomendaciones para su uso son:
- Intentar no tocar la superficie del mismo cuando se pipetea, como se muestra

a continuacion:

'\ Pipette tip

usethe cavity between array
andthewall ofthe tube
donevertouchthe array

Array

Figura 7. Esquema del array para facilitar su utilizacion.

- Limpiar con un papel/toalla con alcohol 70% la parte inferior de las tiras para

limpiarlas.
- Nunca dejar que se seque la membrana (mas de 2 minutos sin liquido).

- El control de la temperatura es critico. Cumplir estrictamente las temperaturas
indicadas ya que puede haber degradacion de enzimas a altas temperaturas o

rendimientos subdptimos a temperaturas bajas.

Antes de empezar:

-Atemperar el reactivo D1 antes de su pipeteo. Se puede sacar el reactivo de la
nevera cuando se empieza el proceso de incubacion con C1. Este reactivo es
muy sensible a cambios de temperatura y luz.

-Precalentar el termomixer a 40°C.
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3.4.2.2.1- Pre-washing: (de los pocillos de la placa de hibridacién)

- Poner, en el marco, las tiras de pocillos que hagan falta.
- Afdadir 200uL de agua ultrapura a cada pocillo.

- Pipetear arriba y abajo 4 veces, sin tocar la membrana.
- Descartar el agua.

- Anadir 200uL de buffer C1 a cada pocillo.

- Incubar en el termomixer 2’ a 40°C y 550rpm.

- Descartar el buffer C1.

3.4.2.2.2- Preparacion de las muestras

- Mezclar 96uL de buffer C1 con 2uL de cada uno de los productos de PCR
obtenidos por muestra (HA y NA).

- Calentar la mezcla a 95°C durante 3-5 minutos.

- Poner en hielo y transferirlas a los pocillos de la placa de hibridacion, en
menos de un minuto.

NOTA: En caso de exceder este tiempo, se puede repetir la desnaturalizacion.

3.4.2.2.3.- Hibridacion

- Transferir la mezcla de 100uL a cada pocillo en la posicién que le toque a

cada muestra, segun el disefio de la placa que hayamos hecho previamente.

- Tapar los pocillos.

- Incubar 1 hora a 40°C y 550rpm.

NOTA: Esta incubacién con C1 y el amplificado (hibridacion) se puede alargar
mas de 1hora (hasta un maximo de 3 horas) por si hubiera necesidad de

alargar el protocolo. La sefial sera mas intensa.

Durante esta incubacion, podemos preparar la mezcla del conjugado C3+C4

(para 8 muestras (pocillos): 10uL C3+1000uL C4).
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Tabla 25. Esquema orientativo para la realizacion del conjugado C3+C4

il 2-3 4-6 7-10 11-15 16-20 21-30 31-40
well wells wells wells wells wells wells wells
C3 | 1.5puL | 3.5ulL 7 ul 11 plL 16 pL 21 L 32puL | 42puL

C4 | 150puL | 350pL | 700 puL | 1100 pL | 1600 pL | 2100 plL | 3200 ul | 4200 pL

Dejar la mezcla a T? ambiente hasta el momento de su uso.
- Descartar todo el volumen, con pipeta pero con cuidado de no tocar la

membrana.

- Anadir 150uL de buffer C2 y pipetear arriba y abajo 4 veces, sin tocar la

membrana (X1).

- Descartar el C2.

- Volver a anadir 150 pL de buffer C2 a los pocillos e incubar a 40°C durante 15
minutos (X2)

NOTA: Para los lavados con C2 no hace falta tapar los pocillos.
- Descartar el C2.

- Afadir 100uL de la mezcla C3/C4 e incubar 15min a 30°C y 550rpm.

- Descartar todo el volumen de la mezcla C3/C4 con la pipeta pero con cuidado

de no tocar la membrana.

- AdAadir 150uL de buffer C5 y pipetear arriba y abajo 4 veces, sin tocar la

membrana (X2).

- Descartar todo el volumen, con la pipeta pero con cuidado de no tocar la

membrana.

- Adadir 100 yL de buffer D1 e incubar 10min a T? ambiente y oscuridad, sin

agitacion..

- Descartar todo el volumen, con la pipeta pero con cuidado de no tocar la

membrana.

- Realizar lectura con ArrayMate.
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Tabla 26. Ejemplo de la posicion que Tabla 27. Esquema de la
ocupa cada muestra en la placa. placa.
position | samplelD | assaylD | comment 11213 a
1 12345 10326 Dr. lones A 1 17
2 12346 10326 | Dr. Miller
3 12347 10326 | Dr. Yale B2
4 12348 10326 | Dr. Palmer €] 3
5 12349 10326 | Dr.Jones DI &
[ 12350 10326 Dr. Jones E 5
7 12351 10326 | Dr. Chapman Fle
8 12352 10326 | Dr. Scott
9 12353 10326 | control G} 7
17 12354 10326 | internal test H] 8

3.4.2.3. Crear una lista de trabajo:

- Abrir el archivo *.txt, de muestra, y editar las ID de las muestras.
Ejemplo de lista:

position experiment_name  samplelD daily_number
1 10326 1 1
2 10326 2 2
3 10326 3 3
4 10326 4 4

- Cambiar el contenido de la columna referente al nombre de los pacientes
(sample ID)

- Cada numero es un ID de muestra.

- Para cambiarlo, hay que hacer doble clic en cada uno de los numeros que se
quiera editar y escribir el nuevo.

- Al acabar, el cursor quedara a la derecha del numero. Dar al tabulador, de
manera que los siguientes caracteres queden en la misma columna que el

resto.

3.4.2.4. Lectura:

- Encender el aparato
- Entrar en el usuario R&D (password: “abcde”)

- Darle a la opcién “New Run” (esquina superior izquierda).

121
Silvia Rojo Rello




Material y métodos

- Se puede dar el nombre al “Run” (Run Name), y editar el nombre del operador
(operator ID) en la parte superior de la pantalla.

- Insertar el pendrive en el lector USB (parte inferior derecha del ArrayMate) y
seleccionar la opcion para trabajar con lista de trabajo externa.

- Se abre la siguiente ventana:

Choose a file (Strips) FI@

Lock jn: | 3 warklist examples ¥ O erm-
%, My Frecent Dacuments
% Desktop

() My Documents

My Fiecent 4 My Computer
Documents o Local Disk [C]

r= < Lacal Disk D)
=) smples

Desklop bt BRI
(=) Shared Documents
I My Documents

=) User's Documents

I Uses FED's Documents
My Documents | ) My Metwark, Places
J
e
My Computer
=
My Network  Files of type: worklist " tt] -

Figura 8. Esquema del PC (I).

- Abriremos el disco extraible para poder acceder a la informacién guardada en
él, y haremos
doble clic encima del archivo correspondiente a la lista de trabajo.

- Para comprobar la lista de trabajo que hemos cargado, podemos abrirla,
clicando en el botén

F

- Después de cargar la lista de trabajo, darle a Next (parte inferior derecha de la
pantalla)

- Veremos que se abre el lector y ya podremos colocar el soporte metalico y la
placa que queremos leer, colocandola de manera que el pocillo A1 quede en la

parte interior izquierda.
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Figura 9. Esquema de la placa de PCR

- Pulsar Next (parte inferior derecha de la pantalla)

- El proceso de lectura empieza automaticamente
Durante el proceso de lectura, el aparato nos indica qué esta haciendo, con
los siguientes iconos:

Imagen tomada Analizando Lectura Realizada

=

- Oiremos un pequeno pitido, cuando el aparato haya acabado ademas de ver

el simbolo correspondiente a “Lectura Realizada”, en todos los pocillos

- Darle Next (parte inferior derecha de la pantalla) para abrir el lector y poder
retirar la placa

- Volver a darle a Next para cerrar el lector

4 - Recuperacion de resultados:

Las lecturas se organizan en carpetas, como se muestra en la siguiente imagen

B ArrayMate
= Browse | 4 search | axpe
= o
iﬁ & ARCHIVE ar

2002-02-05 (09.00.42) ar
Mev Run or

g

Archive

or
or
or
or

or

Figura 10. Esquema del PC (lI).

123

Silvia Rojo Rello




Material y métodos

Para poder ver los resultados de cada cepa, desplegar la carpeta de
resultados, dandole al “+”

_ (L C2A35-434E-4309-B0ZF-30
Order37x78 - {292AB286-0721-4704-B0BS-CE

| Order37x82 - {2808FD4-14F4-4C 12-B2BCEF
orderd4Zx01 - {ABI3A103-7F15-46C3-AETE-AL

Aarchive order42x02 - {09305643-9007-47EB-AZ27-F2

order42:03 - {FD1BF613-2068-4C30-BA0S-C1
orderd2:06 - {76FE4841-6C84-49E0-A0CE-C2
orderd2x07 - {JFBE5S5D-4765-41 1E-9E47-45
order78:01 - {7B040574-6D6F-4F39-AC40-65
order78:01 - {EFFO0956-6223-4D6C-966A-CE
order76:x05 - {3EAZ7338-D5C0-4045-B561-12

292222333323
AR A A - - - - - 4
TETFEEREEE G

Figura 11. Esquema del PC (lll).

Ponerse encima de cada uno de los resultados, por separado, para poder ver

los informes de cada una de las cepas analizadas.

W ArrayMate - [E.m
= Browse | | Search reSuks | rosults b | raw data | segmentation image | image
( Bt J
3 - . x
For e stigational Use Only. ot intended for Use m Chnical Dagnostics.
Nesy Run
Influenza H- and N-Typing Report
|
Opersior ke
oo Sampie D
Experiment D 01-A
Date of Resut Tus Aug 18 11:23 40 2009
Assny Nome influenza
Assay ID 10326
oG el Poztion 01 (01-4)
ol Software Version 2008-08-18
02-A Device 0180005
025
02 Controls other Marker
02D
02€ Probe Resull
02F HA-1087 1 negatree
024G HA-1057 2 negative
02H HA-1087 3 egative
[ HA-12321 regative
e HA.1232.2 negative
e IVAM fegatrer
0o LPC-FanHA negative
cowe e
Jl’: Cons-NA-534 1 reegatve
ixil NA-885 1 amcigacus
A NA-886.3 ambiguous
048 AlY 84T posiive
4 Marke_BiatinCy3 ponitive
04D
£ H-Type
O4F
4G H-Subtype Reoul
4H HA1.1077 1 negatve
054 HA1-1077.3 negative
® 13 HA11077 4 negalive
Wt o5C w HA1-1077 .7 negatve @
£ L < T >

Figura 12. Esquema del Pc (1V)

- Para poder exportar los resultados, hay que situarse encima de la carpeta del
Run, que se quiera recuperar y clicar el boton derecho del raton.

NOTA: No se pueden exportar los resultados de cada cepa, individualmente.
Sélo se pueden exportar Runs completos.

- Elegir la opcion “Export RunReports”

- Aparecera la siguiente ventana
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= mawse | | Search |

New Run

‘ = | Browse For Folder

Choose a directory:

Desktop
() My Documerts

[# % Local Disk (C:)
[# % Local Disk (D:)
¥ = Removable Disk (E:]

Falder: ‘ My Computer |

[Mabebewroder | [ ok ][ cancd |

expe.. v

order3i..

@ & ARCHIVE order3,.
1 2009-02-05 (09.00.42)

orderazy..
ardseazy .. orderd2c0l
.. orderdzx0z
.. order4zx03
.. order42x06
.. order42x07
.. order7Exdl
.. order7Exdl
. order7ExDs

sample ID
order3Tez3
order37Fs
Order3TEz

Figura 13. Esquema del PC (V).

- Abrir el pendrive y grabar los resultados
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4.- ANALISIS ESTADISTICO REALIZADO

Las variables cuantitativas se presentan con la media y la desviacién tipica, y

las cualitativas segun su distribucion de frecuencias.

Mediante el test Chi-cuadrado de Pearson, se ha analizado la asociacion de las
variables cualitativas. En el caso de que el numero de celdas con valores
esperados menores de 5 sean mayores de un 20%, se ha utilizado el test
exacto de Fisher o el test Razén de verosimilitud para variables con mas de

dos categorias.

Las comparaciones de los valores cuantitativos se han realizado con la prueba

T de Student para muestras independientes.

Los datos han sido analizados con el programa estadistico SPSS version 19.0
para Windows. Aquellos valores de p<0,05 seran considerados

estadisticamente significativos.
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. Estudio descriptivo de la serie analizada

Durante el periodo de estudio analizado (1 de mayo de 2009 a 31 de mayo de
2011) se han procesado un total de 3595 muestras respiratorias recibidas con
la solicitud de determinacion de virus respiratorios de toda la comunidad de
Castilla y Ledn. Dentro de este periodo, se distinguiran a lo largo del estudio,
dos intervalos de tiempo diferenciados; el primero del 1 de Mayo de 2009 al 30
de Abril de 2010 y el segundo del 1 de Mayo de 2010 al 31 de Mayo de 2011.

En funcion de su procedencia, las muestras correspondieron a 11 areas
sanitarias del Sistema Regional de Salud de Castilla y Leon. En la Tabla 28 y
en la Figura 14 se representan la distribucion del global de las muestras
procesadas en funcion de su origen geografico. Destaca en primer lugar el
elevado porcentaje procedente de las dos Areas Sanitarias de Valladolid
(38.1%), en segundo lugar el area sanitaria de Burgos (23%) y con menor
frecuencia se encuentran las areas de Salamanca, Segovia, Palencia, Soria,

Zamora, Ledn y Avila.

Por lo que hace referencia a la distribucion por sexos, de las muestras que
fueron remitidas, el 55.1% correspondieron a varones y un 44.9% a mujeres
(p = 0.820).

De ellas 1443 fueron positivas para gripe u otros virus respiratorios, obteniendo
de este modo un rendimiento diagndstico global del 40.14%. Al analizar este
parametro en funcion del afo, alcanzé su maximo en los meses de Enero,

Febrero, Marzo, Abril y Mayo de 2011, situandose en el 47.05%.
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Tabla 28. Distribucion de las solicitudes recibidas para la determinacion de

virus respiratorios en funcién de su procedencia.

Provincia N %
Avila 122 3,4
Burgos 829 23
Ledn 223 6,2
Palencia 219 6,1

Salamanca 288 8
Segovia 255 7.1
Soria 154 4,3
Valladolid 1372 38,1
Zamora 133 3,7
Total 3595 100
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Figura 14. Distribucion porcentual de la demanda diagndstica para virus

respiratorios.

La mayor parte de las peticiones que se recibieron correspondian a pacientes
hospitalarios, 2672 muestras (74.3%), y 923 peticiones (25.7 %) remitidas
desde Centros de Salud de toda la Comunidad. En la Tabla 29 se expone la

distribucion segun el ambito asistencial y la provincia de origen de la peticion.
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Tabla 29. Distribucion de la demanda diagnéstica de virus respiratorios por

provincia de origen y ambito asistencial.

Provincias

Avila
Burgos
Ledn
Palencia
Salamanca
Segovia
Soria
Valladolid
Zamora

Total

Muestras de procedencia:

Hospitalaria
N/%

106 (2,95%)
610 (16,93%)
167 (4,64%)
168 (4,68%)
227 (6,31%)
204 (5,68%)
126 (3,52%)
971 (26,96%)
93 (2,59%)
2672 (74,3%)

Centros de Salud
N/%

16 (0,45%)
219 (6,07%)
56 (1,56%)
51 (1,42%)

(

(

61 (1,69%)

51 (1,42%)

28 (0,78%)

401 (11,14%)
40 (1,2%)

923 (25,7%)

Total
N/%

122 (3,4%)
829 (23%)
223 (6,2%)
219 (6,1%)
288 (8%)
255 (7,1%)
154 (4,3%)
1372 (38,1%)
133 (3,7%)
3595 (100%)

La distribucion de muestras en funcion de la categoria de las mismas se

representa en la Tabla 30. Como puede observarse los Frotis Faringeos son los

que representaron el mayor volumen de demanda diagnéstica (2035/56,6%),

seguidos de los Frotis Nasofaringeos (726/20,2%) y los Lavados Nasofaringeos

(553/15,4%). El resto de muestras se recibieron en menor porcentaje, Frotis Nasal
(133/3,7%), Lavado Broncoalveolar (58/1,6%) y otras (Mini BAL, aspirados

traqueales, biopsias pulmonares) que en conjunto, supusieron el 2.5% del total

(90 muestras).
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Tabla 30. Distribucion de la demanda diagndstica de virus respiratorios por tipo de
muestra. (2009-2011)

Muestra N (Frecuencia) @ % (Porcentaje)
Frotis Faringeo 2035 56,6
Lavado Nasofaringeo 726 20,2
Frotis Nasofaringeo 533 15,4
Frotis Nasal 133 3,7
Lavado Bronco- 58 1,6

alveolar
OTRAS 90 2,5
133
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1.6% 7 501
a7 0"

20,2%

56,6%
15.4%,

FF: Frotis faringeo.

LNF: Lavado Nasofaringeo.
FNF: Frotis Nasofaringeo.
FN: Frotis Nasal.

BAL: Lavado broncoalveolar.

Figura 15. Distribucion de los diferentes tipos de muestras procesadas.

A continuacion, en la Tabla 31 y en la Figura 16, se efectua una representacion
de la distribucidon mensual de las muestras recibidas. Cabe destacar que fueron
los meses de Noviembre (22%), Diciembre (17%), Enero (11.9%) y Octubre
(11.7%), en orden de mencién decreciente, en los que se recibié la mayor

proporcion de demanda diagndstica.

Es oportuno reseiar que en el conjunto del periodo estudiado, de los 25
meses, se recibieron muestras durante tres periodos mensuales de Mayo
correspondiendo al 2.4% de la demanda diagnéstica total: Mayo de 2009
pertenece al periodo pandémico mientras que Mayo de 2010 y Mayo de 2011

pertenecen, tras la distribucion que se ha realizado, al periodo postpandémico.
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Tabla 31. Distribucion mensual agregada de la demanda diagndstica de

gripe y virus respiratorios entre 2009 y 2011.HCUV.

Mes
Enero
Febrero
Marzo
Abril
Mayo
Junio
Julio
Agosto
Septiembre
Octubre
Noviembre
Diciembre

Total

432
251
222
131
134
68
198
127
305
423
748
556
3595

135

%
12.01
6.98
6.18
3.65
3.74
1.89
5.50
3.54
8.48
11.77
20.80
15.46
100%
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Figura 16. Representaciéon grafica de la demanda mensual agregada de virus

respiratorios y gripe.

Teniendo en cuenta la demanda diagnostica recibida en el periodo pandémico

(mayo de 2009-abril de 2010) y en el periodo post-pandémico (mayo de 2010-

mayo de 2011) se exponen a continuacion las Tablas 32 y 33.

Tabla 32. Distribucion mensual desagregada de la demanda diagndstica de

gripe y virus respiratorios en el periodo pandémico. HCUV.

MES
Mayo 2009
Junio 2009
Julio 2009
Agosto 2009
Septiembre 2009
Octubre 2009
Noviembre 2009
Diciembre 2009
Enero 2010
Febrero de 2010
Marzo 2010
Abril 2010

Silvia Rojo Rello

N( FRECUENCIA)
10
9

177
119
286
399
697
416
140
76
104
87

136

%
0.39
0.35
7.02
4.72

11.35
15.83
27.65
16.50
5.55
3.01
4.13
3.45
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Tabla 33. Distribucion mensual desagregada de la demanda diagnostica

de gripe y virus respiratorios en el periodo post-pandémico. HCUV.

| MES | N(FRECUENCIA) | %

\ Mayo 2010 | 73 . 6.85

\ Junio 2010 | 59 . 554

\ Julio 2010 | 21 L 197

. Agosto 2010 | 8 . 0.75

. Septiembre 2010 | 19 . 1.78

. Octubre 2010 | 24 . 225

. Noviembre 2010 | 51 . 479

. Diciembre 2010 | 120 . 11.26

" Enero 2011 | 292 . 27.42

. Febrero de 2011 | 175 . 16.43

\ Marzo 2011 | 118 . 11.08

\ Abril 2011 | 44 . 413

. Mayode 2011 | 61 . 573
O Primavera
| Verano
0O Otofio
O Invierno

50%

Figura 18 .Representacion de la demanda agregada de virus respiratorios y

gripe en funcién de la estacionalidad.
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La distribucién por sexos de las muestras que se trabajaron en los dos afos
estudiados fue la siguiente: el 55.1% correspondieron a varones y el 44.9%

restante correspondieron a mujeres.

En cuanto a la edad media de los pacientes cuyas muestras fueron recibidas
durante el periodo de tiempo estudiado se situé en 28,35 afios (DS 25.32). En
la Figura 19 se observa que el rango de edad de los pacientes donde la
demanda fue mas numerosa corresponde a las edades comprendidas entre 14
y 65 anos (47%), seguidas del rango pediatrico entre 1 y 13 afos (22.5%). Se
recibieron un 17.3% de muestras de lactantes menores de un afio de edad y el
13.2% restante correspondieron a pacientes mayores de 65 anos.

Porcentaje de muestras positivas por edad
> 65 afos; <1 afio:
13,20% 17,30%
1-13 anos;
22,50%
14-65 anos;
47%

Figura 19. Distribucion etaria de resultados positivos para virus respiratorios y

gripe.
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Il. Resultados del diagndstico de Gripe y virus respiratorios mediante

técnicas de deteccion de virus respiratorios.

Aunque el virus de la Gripe es uno de los numerosos virus respiratorios
conocidos, debido a su importancia epidémica y sanitaria se han elaborado los
resultados teniendo en cuenta este hecho. De esta forma se enfrentan datos
globales que incluyen la gripe y otros virus respiratorios, bien aislados o en
coinfeccion; datos especificos para el virus de la Gripe y otro apartado en el
que se representan los datos de otros virus respiratorios por separado sin el
virus de la gripe. También se hacen constar los datos correspondientes al afo
pandémico (2009-2010) y al post-pandémico (2010-2011) de forma

independiente.

DATOS GLOBALES:

Durante el periodo objeto de estudio han resultado positivas un total de 1.443
muestras para cualquier virus respiratorio, 1o que supuso en conjunto un
rendimiento diagndstico del 40,14%. En el periodo pandémico se obtuvo un
total de 1.055 (73,1%) muestras positivas y en el periodo post-pandémico 389
(26,9%).

Entre las muestras positivas el 51,5% correspondieron a virus gripales, el

40,6% a otros virus respiratorios y el 7,9 % restante a coinfecciones, tal y como

se representa en la Figura 20 y en la Tabla 34.
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Coinfecciones
7,9%

Otros Virus Virus de la
respiratorios Gripe
40,6% 51,5%

Figura 20. Distribucion global de los resultados positivos en el diagnéstico

de virus respiratorios y gripe.

Tabla 34. Resultados positivos globales de las muestras recibidas.

Muestras Positivas N %
Virus de la gripe 743 51,5
Otros virus 586 40,6

Respiratorios
Coinfecciones 114 7,9

Total 1443 100
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En la tabla 35 y en la Figura 21 se exponen los datos totales desglosados en
los tres afos diferentes de estudio y desagregados dependiendo de la
detecciodn, bien sea Gripe, otro virus respiratorio, coinfeccion y en los que no se
detectd ningun virus. Fue en 2009 donde mas detecciones de Gripe obtuvimos
con un 29.1% (615) sobre el total de ese afo, seguido de 2011 con 13.7%
(114). En cuanto al resto de virus respiratorios analizados fue también en 2009
donde mas volumen de muestras positivas tuvimos con 315 (14.9%), pero en
esta ocasion le siguid el afio 2010 con 182 (27.9%). Se destaca el poco
volumen de muestras recibidas en 2010 con un total de 651, muy por debajo
del afio 2011 con 833, recibiendo el mayor volumen en 2009 con 2111

muestras.

Tabla 35. Virus positivos desglosados por tipo de virus y por afio de estudio.

Virus
respiratorios 2009 2010 2011
Gripe 615 (29,1%) 39 (6%) 114 (13,7%)
Otro virus 315 (14,9%) 182 (27,9%) 178 (21,3%)
Coinfeccién 40 41 33
Total positivos 930 (44,1%) 221 (33,9%) 292 (35%)
Negativo 1.181 (55,9%) 430 (66,1%) 541 (65%)
TOTAL 2.111 651 833
141
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Distribucion de muestras en funcién del aino

4500

4000 -

3500 -

2111
3000 -

")
]
2 2500 | O TOTAL
g O Negativos
E W Otros virus
< 2000 1 O Gripe
o
F4
1500 - 1.181
833
1000 - 651
541
500 1 430
615
. 2o, | 14
2009 2010 2011

Figura 21. Distribucion de las muestras en el diagnéstico de virus respiratorios

y gripe en funcién del afo.

Al analizar las muestras por grupos de edad, en la figura 22 se observa el
mayor volumen de resultados positivos en el rango de pacientes adultos (14-65
anos) que junto con los pacientes en edad pediatrica (1-13 afos) incluyendo los
lactantes menores de 1 afio suponen el 86.8% de detecciones de virus gripales
u otros virus respiratorios. En la figura 23 se muestra de manera mas

pormenorizada el numero de muestras positivas en cada rango de edad.
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Porcentaje de muestras positivas

<1 afio

1-13 afios 14-65 afos > 65 afios

Figura 22. Distribucion etaria agregada de diagndsticos positivos de virus

respiratorios y gripe.
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Numero de muestras positivas
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<1afo 1-10 afos

11-20 aflos 21-30 afios 31-40 afios 41-50 afios 51-60 afios

>60 afios

Figura 23. Distribucién etaria agregada de numero de muestras positivas de

virus respiratorios y gripe.
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En la figura 24, al agrupar las muestras positivas por trimestres anuales, es
muy llamativa la frecuencia que se presenta en el ultimo trimestre del afo,
otofio, con 732 muestras (50.7%) que representan mas de la mitad de la
positividad obtenida. Le sigue en frecuencia el primer trimestre del afio, con
370 muestras positivas (25.6%), a continuacion el trimestre estival con 282
(19.5%) vy, finalmente, con 59 detecciones positivas (4.1%) es el segundo
trimestre del ano el que tiene una menor representacion. En la figura 25 esta

informacion esta desagregada por afios.

Frecuencia de detecciones positivas por trimestres

800
700
600 -
500 -

300 1
200 -
100 | 59
0 /7

Enero- Abril-Mayo- Julio-Agosto- Octubre-
Febrero- Junio Septiembre Noviembre-
Marzo Diciembre

Figura 24. Representacion grafica agregada de los resultados positivos
obtenidos mediante técnicas de deteccion de virus respiratorios

categorizados por trimestres.
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VIRUS POSITIVOS TOTALES

m2009 m2010 m2011

Enero - Febrero - Abril - Mayo - Junio  Julio - Agosto - Octubre -
Marzo Septiembre Noviembre -
Diciembre

Figura 25. Representacion grafica de los resultados positivos obtenidos
mediante técnicas de deteccion de virus respiratorios categorizados por

trimestres y ano.

1.- Deteccién de Virus de la Gripe.

Al considerar el grupo de muestras con resultado positivo de algun virus de la
Gripe, correspondieron a Virus de la Gripe A H1N1 nueva variante 717 (95.9%),
de igual forma 2 (0,3%) con virus de la gripe A H3N2 estacional, 2 (0,3%) con
virus de la Gripe A H1N1 estacional y 26 (3,5%) muestras con virus de la Gripe
B. Estos datos se muestran en la Tabla 36.
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Tabla 36. Distribucidén de las diferentes muestras positivas a virus de la gripe

categorizadas en funcion del tipo y subtipo antigénico.

Virus de la N %
Gripe
Gripe A H1N1 717 95.9
nv*
Gripe A H1N1 2 0.3
estacional
Gripe A H3N2 2 0.3
estacional
Gripe B 26 3.5
Total 747 100

*Gripe A H1N1 nueva variante.

Hemos encontrado una tendencia constante en la deteccion de virus gripal A

H1N1 nv y esporadicamente se ha documentado virus de la gripe B.

Los pacientes con muestras positivas (N=26) para virus de la gripe B tienen

una edad media de 20.77 afnos, 15 muestras (57.7%) correspondieron a
varones frente a 11 (42.3%) que correspondieron a mujeres.

En el periodo pandémico s6lo documentamos una deteccidén de gripe B en el
mes de Enero de 2010 que correspondié a un varén de 39 afos, mientras que
en el periodo postpandémico se detectaron las 25 muestras positivas de gripe

B restantes.
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En la figura 26 se representa graficamente el porcentaje por grupo de edad de
las detecciones positivas obtenidas y puede observarse cédmo es la etapa
pediatrica la que representa el 50% de la positividad. En la figura 27 al
desagregar los datos por décadas de edad, es el rango de entre 11 y 20 afos

donde encontramos mas detecciones (N=9).

Porcentaje por grupos de edad de Gripe B

3,8% 7,7%

O <1 afio
38,5% | 1 a 13 afios
0O 14 a 65 afios

0 >65 afios

Figura 26. Representacién grafica de los resultados de gripe B por grupos de
edad.

Frecuencia de gripe B por grupos de edad

-
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<1 afio 1 a 10 afios 11a20afos 21a30afios 31a40afos 41ab50 afos >60 afios

Figura 27. Representacion grafica de detecciones de gripe B por grupos de
edad.
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En la Tabla 37 se muestra que Valladolid fue la provincia donde mas
detecciones positivas de gripe B obtuvimos (N=10), seguida de Ledn (N=4),
Segovia (N=3) y Soria (N=3).

Tabla 37. Distribucion de las muestras positivas a virus de la gripe B

categorizadas en funcién de su procedencia.

Provincia N %
Avila 0 0
Burgos 2 7,7

Ledn 4 15,4
Palencia 1 3,8
Salamanca 2 7,7
Segovia 3 11,5
Soria 3 11,5
Valladolid 10 38,5
Zamora 1 3,8
Total 26 100

En la figura 28, se representa graficamente como las detecciones de Gripe B
se produjeron principalmente en los meses invernales (N=22) representando el
84,6%; las muestras positivas restantes (N=4) se detectaron en el mes de
Diciembre cuando todavia es otofio. Se destaca que no hubo muestras
positivas ni en primavera ni en verano y que en el periodo pandémico tan sélo

se detectd una muestra positiva para virus de la gripe B.
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Frecuencia mensual de gripe B
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Figura 28. Representacion grafica de la frecuencia mensual de gripe B.

Al efectuar el analisis del rendimiento diagndstico, independientemente del tipo
de virus documentado, en funcién del Area asistencial, nos encontramos que
Valladolid, con sus dos areas sanitarias diferenciadas, representa la provincia
donde se produjeron mas resultados positivos para gripe u otro virus
respiratorios (550/38,1%), seguida de la de Burgos (332/23%) y después, en
menor proporcion y en orden decreciente, Salamanca (116/8%), Segovia
(102/7,1%), Leon (90/6,2%) y Palencia (88/6,2%). El resto de provincias
restantes de Castilla y Ledn mostraron un menor rendimiento tal y como se

expone en la Tabla 38.
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Tabla 38. Distribucion de muestras positivas de virus respiratorios en funcion

del area geografica de procedencia.

PROVINCIA N % %
ACUMULADO
AVILA 49 3.4 3.4
BURGOS 332 23.0 26.4
LEON 90 6.2 32.6
PALENCIA 88 6.1 38.7
SALAMANCA 116 8.0 46.8
SEGOVIA 102 7.1 53.8
SORIA 62 4.3 58.1
VALLADOLID 550 38.1 96.3
ZAMORA 54 3.7 100
TOTAL 1443 100

Al analizar de manera pormenorizada los hallazgos correspondientes a la

provincia de Valladolid, desagregados en funcién del area sanitaria y de la
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procedencia, representamos en las Figuras 29 y 30 y en la Tabla 39 los datos
mas relevantes.

Se representan en las mismas el numero de muestras positivas para algun
virus respiratorio realizando tres grandes grupos: procedencia hospitalaria del
Area Oeste, procedencia hospitalaria del Area Este, grupo que incluye las

muestras procedentes del Hospital Comarcal de Medina del Campo, y un

tercer grupo que recoge las muestras positivas procedentes de Atencion
Primaria solicitadas por profesionales de la Red de Médicos Centinela de
Castilla y Leon.

Como se puede observar en la Figura 14, la mayor parte de los resultados
positivos se observaron en muestras procedentes del Area Este (341/62%).

400 -

350 -
300 -
250 -
200 -

150 -
100 -
50

Este Oeste

Figura 29. Distribucion por area sanitaria de Valladolid del niumero de

muestras positivas para virus de la Gripe y rendimiento diagnéstico.
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5%

O Este
B Oeste
ORed Centinela

33%

Figura 30. Distribucidn de porcentajes de muestras positivas en la provincia

de Valladolid en funcion del area de procedencia.

Tabla 39. Distribucion de muestras positivas en funcidén del area sanitaria

reflejando su Hospital de referencia dentro de la provincia de Valladolid.

VALLADOLID N total % rendimiento
ESTE (H.C.U.V)* 341 62.0
OESTE (H.R.H)** 181 32.9
RED CENTINELA 28 5.1

TOTAL 550 100

*H.C.U.V: Hospital Clinico Universitario de Valladolid.
**H.R.H: Hospital Rio Hortega de Valladolid.
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2.- Deteccion de otros virus respiratorios

Considerando el grupo de muestras con resultado positivo en la deteccion de

virus respiratorios y excluyendo, por su anterior mencién, a los Virus Gripales,

en la Tabla 40, se expone de manera explicita que la deteccién de Rino/

Enterovirus (310/52.9%) corresponde a mas de la mitad de las muestras

positivas, seguido de Virus Respiratorio Sincitial (110/18.7%) vy del grupo de

los virus Parainfluenza, (72/ 12.3%).

En menor proporcion se han documentado el resto de virus respiratorios

estudiados (Metapneumovirus 40/6.8%); Coronavirus 24/4.1%, Adenovirus

15/2.6% y Bocavirus 15/2,6%).

Tabla 40. Distribucion global de muestras con resultado positivo excluyendo

virus gripales.

VIRUS
RESPIRATORIOS

Rino/Enterovirus
Virus Respiratorio
Sincitial *

Virus Parainfluenza**
Metapneumovirus
Coronavirus™**
Adenovirus
Bocavirus

Total

310
110

72
40
24
15
15
586

153

*VRS AyB.
**Virus Parainfluenza 1, 2, 3y 4.

***Coronavirus OC43, NL63, 229E y HKU1.

%

52.9
18.7

12.3
6.8
4.1
2.6
2.6
100
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De manera mas detallada se exponen a continuacién, la distribucién de los
tipos de Virus Parainfluenza y Coronavirus. En los primeros, en términos
absolutos destacan los Virus Parainfluenza 2 (24/4.1%) y 1 (22/3.8%), por este
orden, seguidos de 3 (17/2.9%) y 4 (9/2.5%) en cuanto a numero de
detecciones.

En la Figura 31 se representa graficamente la distribuciéon de los diferentes
tipos referidos al universo global de Virus Parainfluenza en aras a esclarecer su

representatividad comparativa.

Virus Parainfluenza

Para 4,
12,5% Para 1,

30,5%
Para 3, °

23,6%

Para 2,
33,4%

Figura 31. Representacion grafica de la distribucion de muestras positivas para
los diferentes tipos de virus Parainfluenza, referidos a su universo global (
n=72).

En los Coronavirus, el tipo OC43 (17/2.9%) es el que representa una
proporcion mas elevada con respecto al resto. Por lo que hace referencia a la
distribucion de tipos en términos absolutos destaca, como se ha avanzado, el
OC43 (17/2,9%), seguido del NL63 (3/ 0.2%), el 229E (3/ 0.2% ) y el HKU 1 (1/
0.1% ). En la Figura 32 se representa adoptando el modelo precedente la

distribucion de los diferentes tipos referidos al universo global de Coronavirus.
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Coronavirus

Corona
229E Corona

1259% HKU14,2%

Corona
NL63
12,5%
Corona
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Figura 32. Representacion grafica de muestras positivas para los diferentes

tipos de Coronavirus (n=24).

3.- Deteccion de coinfecciones.

Por lo que hace referencia a la presencia de coinfecciones por diferentes virus
respiratorios en nuestra serie el 7.4 % (107) de las muestras mostraron la
presencia de dos virus respiratorios, y en 0.5% (7) se documentaron tres virus.
En aras a especificar las diferentes combinaciones objetivadas en nuestra
serie, en la Tabla 41 y 42 se reflejan en orden decreciente de porcentaje, la

casuistica de nuestro Centro en las coinfecciones dobles y en las triples.
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Tabla 41. Listado de coinfecciones de dos virus durante el periodo analizado.

COINFECCION N %
Entero/Rinovirus+RSV 31 2.1
Gripe A HIN1 nv+Entero/Rino 13 0.93
Entero/Rino+Bocavirus 10 0.8
Adenovirus+Entero/Rino 9 0.6
Adenovirus+RSV 6 0.4
Coronavirus OC43+Entero/Rino 5 0.35
Coronavirus OC43+RSV 4 0.3
Entero/Rino+Para 1 3 0.2
Entero/Rino+Para 3 3 0.2
Enrero/Rino+Para 3 3 0.2
Gripe A HIN1+RSV 3 0.2
Para 4 +RSV 3 0.2
Metapneumovirus+Adenovirus 2 0.1
Bocavirus+Adenovirus 2 0.1
Bocavirus+RSV 2 0.1
CoronaNL63+Metapneumovirus 2 0.1
Entero/Rino+Para 4 2 0.1
Entero/Rino+Metapneumovirus 2 0.1
Gripe A HIN1 nv+Adenovirus 1 0.08
Gripe A H1N1 1 0.08
nv+Metapneumovirus
Para 1+RSV 1 0.08
Para 3+Adenovirus 1 0.08
TOTAL 107 7.4
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Tabla 42. Coinfecciones de tres virus durante el periodo de estudio

COINFECCIONES TRIPLES N
Ent/Rino+Adenovirus+Bocavirus 2
RSV+Ent/Rino+Bocavirus 1
Ent/Rino+Adenovirus+Para4 1
Metapneumovirus+Ent/Rino+Bocavirus 1
Para 3+Ent/Rino+Bocavirus 1
Ent/Rino+Adenovirus+Metapneumovirus 1
TOTAL 7
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En la siguiente figura, Figura 33, se representa la presencia de coinfecciones o
no en funcion de la estacion del afio estudiada. Al estudiar estas dos variables
se observa que en otofio (n=51/44.7%) y en invierno (n=55/48.2%) se producen
la mayor parte de las coinfecciones produciéndose en verano y en primavera el
mismo numero (n=4/3.5%) aunque, en datos absolutos, es verano donde

menos se documentan, muestras positivas 282; coinfecciones 4. p<0.001.

60,0%

51,2%

50,0%

40,0%

% de
coinfecciones 30,0%

20,0%

[
10,0% 4,1% 3,5%

0,0%
Primavera Verano Otofio Invierno

ENO mS|

Figura 33. Distribucion estacional acumulada de coinfecciones viricas

respiratorias.
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lll. Estudio comparativo entre virus de la Gripe y otros virus Respiratorios

Por lo que hace referencia a la distribucion comparativa de diferentes variables
asociadas a las muestras categorizadas en funcién de la documentacion de
virus de la Gripe frente a otros virus respiratorios, cabe destacar, en primer
término, que la edad media de los pacientes con gripe fue, 31,32 anos, DS
21.82, la cual resulto ser significativamente superior a la de los pacientes en los
que se detectaron otros virus respiratorios, 25.42 anos, DS 28.90. La
distribucion por sexos fue equilibrada entre ambos grupos, correspondiendo en
el caso de los virus de la gripe a una proporcion varones/mujeres de
55.4%/44.6% y en el subgrupo de otros virus respiratorios de 54.8%/45.2%. En
cuanto a la procedencia de las muestras del ambito comunitario se recibieron el
17.2% de los virus de la gripe y sélo el 6.6% de otros virus respiratorios (p <
0.001). El balance de la procedencia de muestras hospitalarias se situé en el
82.4% para virus de la gripe y superior (92%) en el caso de otros virus

respiratorios.

Un parametro que traduce la eficiencia diagndstica del laboratorio es el que
hace referencia al tiempo de emisién de resultados; en este sentido del 82.9%
de las muestras en las que se detectaron virus gripales se emitio el resultado
en un tiempo igual o inferior a 2 dias; resultando este parametro superior en los
casos en los que se documentaron otros virus respiratorios (89.5%). En el
intervalo de 3 a 7 dias se inform6 el 15.1% de los virus gripales, y el 9.9% del
resto de virus respiratorios. La proporcion de informes emitidos en tiempo
mayor a una semana fue bajo en el caso de virus gripales (2%) y minimo para

otros virus respiratorios (0.6%). Todos estos datos se expresan en la Tabla 42.
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Tabla 43. Distribucion comparativa de diferentes variables asociadas a la

categoria de las muestras en las que se documenta virus de la Gripe frente a

otros virus respiratorios.

Gripe V. Respiratorios
Edad media (afos)............ 31,32 i, 25,42*
Sexos (VIM) ................ 55,4%/44,6%......... 54,8%/45,2%
Procedencia
Comunitaria/Hospitalaria17,2%/82,4%........ 6,6%/92%**
Tiempo de emision de resultados™**
<2dias ..o, 82,9% .ccooviieeeea, 89,5%
da7dias ..o 15,1% cooeeeine. 9,9%
28dias....cccoceeeeeiiiiiinnnn, 2,0% .ooeeeeeeeeeeee, 0,6%
*P < 0.001.
**P < 0.001
** P =0.001

En la Figura 34, se representa la proporcion de gripe y de

otros virus

respiratorios en funcion del sexo del paciente del cual recibimos la muestra.

Como puede observarse el resultado no fue estadisticamente significativo

(p=0.820) y se representa un porcentaje s

imilar de varones y de mujeres en el

caso de ser un resultado positivo a gripe como a otro virus respiratorio.
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Figura 34. Distribucion por sexos de gripe y de otros virus respiratorios.

En la figura 35, analizamos los resultados positivos por trimestres a lo largo de

los 25 meses de estudio. Fue en el cuarto trimestre del afio la época donde las

detecciones positivas tanto para gripe (n=426) como para otros virus

respiratorios (n=306) fueron mas numerosas, seguidas del primer trimestre,

aunque en este caso, la mayor parte de las detecciones positivas son debidas

a otros virus respiratorios (n=246), virus gripales (n=124). En el tercer trimestre

del afo, fueron los virus de la gripe (n=214) los que tienen un porcentaje mas

elevado, 75.9% de detecciones positivas, y finalmente en los meses de Abril,

Mayo y Junio documentamos 4 virus gripales frente a 55 muestras positivas

para otros virus respiratorios.
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Muestras positivas a gripe y a otros virus respiratorios por
trimestres

426

350 - 306

300 1
250 240 214

o
100 | 55 68
50 4
2] ]
Enero-Febrero- Abril-Mayo- Julio-Agosto- Octubre-

Marzo Junio Septiembre Noviembre-
Diciembre

= Gripe

Figura 35. Distribucion trimestral de detecciones positivas de gripe y otros

virus respiratorios.

Por el interés que reviste nuestra actividad como Centro de Referencia en
Gripe presentamos en la Figura 36 la categorizacion de muestras recibidas en
funcién de su positividad o no a virus gripales, desagregadas por provincias.
Destaca, en primer lugar, la provincia de Valladolid, con un total para virus
gripales de 284 muestras positivas y 263 para otros virus respiratorios. Le sigue
en frecuencia la provincia de Burgos, pero en este caso, resultdé ser mayor el
numero de muestras positivas para otros virus respiratorios (n=211) que para
virus gripales (n=163). En el resto de provincias, con menor recuento, destaca
que en todas ellas el numero de muestras positivas para virus gripales qué es
mayor que para otros virus respiratorios, a excepcion de Soria, donde

presentaron la misma frecuencia.
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Figura 36. Distribucion por provincias de deteccion de v. de la gripe y otros

virus respiratorios.

En cuanto a la informacién remitida en las solicitudes de determinacion de
pruebas de deteccidn de virus respiratorios hemos podido analizar 747 volantes
de peticion. De ellos sélo en 114 (15.3%) se reflejaba la fiebre como signo
clinico acompanante, 55 (48.2%) correspondieron a muestras en las que se
identificaron virus gripales y 59 (51.8%) a muestras en las que se
documentaron otros virus respiratorios, la relacion no fue estadisticamente
significativa. La patologia mas frecuente que se refirio en los volantes de
peticion fue la bronconeumonia (n=245, 32.8%); tal patologia se documento en
89 (36.3%) pacientes cuya positividad correspondio a virus gripales y en 156
(63.7%) la deteccion positiva correspondié a otros virus respiratorios. En cuanto
a los pacientes, que en su volante figuraba, que presentaban una infeccion
respiratoria (n=190, 25.4%), se detectaron 105 (55.2%) muestras positivas para

virus de la gripe y 85 (44.8%) para otros virus respiratorios.
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De manera deliberada hemos procedido a analizar nuestros resultados
categorizandolos de modo dicotomico para cada uno de los cuatro grandes
agentes implicados en la etiologia de las muestras procesadas. Por lo que hace
referencia a la Gripe en la Tabla 44 y en la Figura 37 se representan los
porcentajes de positividad documentados en los 9 trimestres estudiados,

oscilando entre el 0 % y el 79.5%, lo cual alude a una amplia variabilidad.

Tabla 44. Distribucion trimestral porcentual de la correlacion de muestras

positivas para Gripe y otros virus respiratorios.

_ GRIPE

ANO TRIMESTRE NO* S|
2T. 50,0% 50,0%

2009 3T. 20,5% 79,5%
4T. 39,2% 60,8%
1T. 91,7% 8,3%
2T. 90,9% 9,1%

2010 3T. 92,9% 7,1%
4T. 64,5% 35,5%
1T. 54,4% 45,6%

2011 2T. 100,0% 0,0%

*NO:Deteccidn de algun virus respiratorio en ausencia de deteccion de v. de la Gripe
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Figura 37. Evolucion temporal para las detecciones positivas de gripe y de

otros virus respiratorios.

Haciendo referencia a los Virus Parainfluenza, se presenta la Tabla 45 y la

Figura 38, destacan con mayor proporcion el 22 (18.2%) y 32 trimestre (21.4%)

del afo 2010, el resto de trimestres representan poca frecuencia y variabilidad.

Tabla 44. Distribucién temporal por trimestres de muestras positivas para virus

Parainfluenza y muestras positivas para otros virus respiratorios.

Para
ANO |TRIMESTRE NO Sl
2.009 2T. 83,3% 16,7%
3T. 93,7% 6,3%
4T. 93,4% 6,6%
2.010 1T. 96,7% 3,3%
2T. 81,8% 18,2%
3T. 78,6% 21,4%
4T. 92,1% 7,9%
2.011 1T. 96,8% 3,2%
2T. 85,7% 14,3%
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Figura 38. Evolucion temporal para las detecciones positivas de virus

Parainfluenza y de otros virus respiratorios.

El Virus Respiratorio Sincitial (VRS) muestra en la Tabla 46 y en la Figura 39
muestra, claramente, un predominio invernal con detecciones del 49.2% en el 1
T del afio 2010 y 11.2% en el 1 T de 2011. En los dos trimestres otonales

estudiados (2009 y 2010), su representacion esta en torno al 10%.

Tabla 46. Distribucion temporal por trimestres de muestras positivas para Virus

Respiratorio Sincitial (VRS) y muestras positivas para otros virus respiratorios.

- VRS

ANO TRIMESTRE NO S
2T. 100,0% | 0,0%

2.009 3T. 100,0% | 0,0%
4T. 89,8% | 10,2%
1T. 50,8% | 49,2%
2T. 100,0% | 0,0%

2.010 3T. 100,0% | 0,0%
4T. 90,8% 9,2%
1T. 88,8% | 11,2%

2.011 2T. 100,0% | 0,0%
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Figura 39. Evolucion temporal para las detecciones positivas de Virus

respiratorio sincitial (VRS) y de otros virus respiratorios.

Al analizar el rinoenterovirus, en la Tabla 47 y en la Figura 40, se representan

de manera comparativa las detecciones de rinoenterovirus frente al resto de

virus respiratorios y se observa la positividad en todos los trimestres estudiados
oscilando del 14.9% en el 3T de 2009 hasta el 71.4 % en el 2T de 2011.

Tabla 47. Distribuciéon temporal por trimestres de muestras positivas para

rinoenterovirus y muestras positivas para otros virus respiratorios.

- Rinoenterovirus
ANO TRIMESTRE NO s

2T. 66,7% 33,3%

2.009 3T. 85,1% 14,9%

4T. 73,8% 26,2%

1T. 63,3% 36,7%

2T. 54,5% 45,5%

2.010 3T. 42,9% 57,1%

4T. 56,6% 43,4%

1T. 75,2% 24,8%

2.011 2T. 28,6% 71,4%
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Figura 40. Evolucion temporal para las detecciones positivas de

Rinoenterovirus y de otros virus respiratorios.

De manera complementaria a lo expuesto anteriormente, hemos procedido a
representar en la Figura 41 el universo de positividades por trimestres en las
siguientes categorias: Gripe, Rino/Enterovirus, VRS, Virus Parainfluenza y
resto de virus respiratorios. En lo que respecta a la Gripe observamos un
porcentaje muy alto en el periodo pandémico del afio 2009 alcanzando su
maxima representatividad en el tercer trimestre del afio (78%). Rinoenterovirus
tiene representacion en todos los periodos estudiados oscilando su frecuencia
entre el 15% y el 64%. Al analizar Virus Parainfluenza observamos que, como
en Rinoenterovirus, tiene representacion en todos los trimestres estudiados
pero con una frecuencia mas baja y homogénea (3%-20%). VRS, con su claro
predominio invernal alcanzé su pico de frecuencia en Enero-Febrero-Marzo de
2010 (41%). De manera global se representa, en una porcion de la figura, el
resto de virus respiratorios, y se muestra de manera muy grafica que en el
periodo pandémico de 2009 la frecuencia es menor o igual al 2% mientras que
en el afo 2010 y 2011 la representacion tiene poca oscilacién y se situa en

torno al 20%.
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Figura 41: Evolucion temporal para la deteccion positiva de gripe, virus Parainfluenza, Rinoenterovirus y VRS desagregadas por trimestres y anos.
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IV. Perfil de los cuadros en los que se ha documentado virus gripales

atendidos en el Hospital Clinico de Valladolid.

De manera mas exhaustiva se han analizado las muestras que fueron positivas
que correspondian a pacientes atendidos en el Hospital Clinico Universitario de
Valladolid.

Se han analizado un total de 262 muestras que al ser procesadas por los
métodos expuestos en el capitulo correspondiente, resultaron positivas para

gripe o para algun virus respiratorio.

Desglosando los resultados en funcién del virus al cual fueron positivas
obtuvimos un total de 121 positivas para gripe, 127 positivas para otros virus
respiratorios y 14 coinfecciones. Todos los resultados positivos a gripe

correspondieron a gripe A H1N1 pdm.

En la Tabla 48, se describen las muestras positivas de nuestro hospital con una
serie de variables epidemioldgicas y clinicas. En lo referente a la edad media
obtuvimos una edad mayor para muestras positivas a gripe (35.37) que para
las otras dos categorias, siendo la edad media de 5 afos para los pacientes
coinfectados. Analizando el sexo, vemos un numero mayor de pacientes
varones en positivos a virus de la gripe que en positivos a otros virus
respiratorios. Al analizar la estancia en Unidad de Cuidados Intensivos se
observé la misma proporcion en virus de la gripe que en otro virus respiratorio y
no ingresd ningun paciente que tuvo coinfeccion. Finalmente se estudio la
utilizacion de antibioterapia en estos pacientes; el 50% de los pacientes en los
que se detecto virus de la gripe se utilizé algun antibidtico, porcentaje similar en
los coinfectados y se utiliz6 en menor medida (46 pacientes frente a 81) en los

que se detecto otro virus respiratorio.
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Tabla 48. Detecciones positivas del Hospital Clinico Universitario categorizadas

por diferentes variables epidemioldgicas y clinicas.

Edad

Dias de
Estancia

Sexo (Mujeres)
UCI (SI)

Tratamiento
(Sh

* Diferencia estadisticamente significativa entre Coinfecciones

GRIPE

35,4 23,5
9,3+13,0

56 (46,7%)
13 (14,6%)
60 (72,3%)

con respecto a gripe y otros virus.

OTROS
VIRUS

31,0+29,8
11,18 + 10,3

67 (52,8%)
14 (15,9%)
46 (52,3%)

** Diferencia estadisticamente significativa entre

Coinfecciones con respecto a otros virus.
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COINFECCIONES

50+144"*
57+4,1*

5 (35,7%)
0 (0%)
6 (60%)

p-valor

<0,001
0,009

0,374
0,364
0,026
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V. Resultados del Control de Calidad de la OMS.

Como ya se comentd en el capitulo correspondiente a Material y Métodos, en
los 25 meses de estudio de procesaron 4 paneles enviados por la OMS al
Centro de Gripe adscrito a la Universidad de Valladolid. Cada panel recibido
consta de 10 muestras en el caso de los dos primeros paneles expuestos
(Panel 7 y 8) y 12 muestras en los paneles recibidos posteriormente (Panel 9 y
10).

En la Tabla 49 se muestran los resultados que fueron enviados tras su proceso.
Mencién especial requiere el Panel 9 en el que, tras un fallo en el
procesamiento, se enviaron 3 muestras positivas para virus gripal A sin subtipar
(untyped), posteriormente fue enviado de nuevo el resultado, dando como

positivo un subtipo H5.

En las Figuras 42, 43, 44 y 45 se representan el reporte con los resultados que

se envian tras su analisis.
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Tabla 49. Resumen comparativo de los resultados obtenidos en los cuatro

paneles de la OMS procesados en el periodo de estudio.

PANEL 7
(18/01/2010)

2010/1=H1

2010/2=H5

2010/3= H3N2
2010/4=H5

2010/5=
N1

H1 pdm

2010/6= H5

2010/7=Flu B
2010/8=H5
2010/9= @

2010/10= H1 pdm
N1

PANEL 8
(14/06/2010)

2010/11=Flu B

2010/12= H1 pdm
N1

2010/13=H5
2010/14=H3

2010/15=H5

2010/16=Q

2010/17=H1
2010/18=H5
2010/19=H5

2010/10= H1 pdm
N1
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PANEL 9
(10/01/2011)

2011/1= A
Untyped

2011/2= &

2011/3=Q

2011/4=
N1

H1 pdm

2011/5=
N1

H1 pdm

2011/6= A
Untyped

2011/7=A Q@
2011/8=Flu B
2011/9= H3

2011/10= A
Untyped

2011/V01= H1
2011/V02= H3

PANEL 10
(20/06/2010)
2011/11=Flu B

2011/12=H5

2011/13=Flu B
2011/14=H5

2011/15=H3

2011/16=H5

2011/17=H1 pdm N1
2011/18=H5
2011/19= @
2011/10=H1 pdm N1

2011/V03=AUntyped
2011/V04=AUntyped
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WHO-EQAP-FluA-Result-Form-Panel7-0 1

6. Result Form-Panel 7
Lab code: 223

Date® of dispatch: 18/01/2010
Deadline for submitting results: 23/02/2010
Date panel received: 2 /{72010
Date testing started: Y/2./2010
Date testing completed: 2_3/1/2010
Date results reported: IAY /_,2;/2010
Tests performed by:
Results reported by: Fap
* The format of the date is dd/mm/yyyy.
Sample NA Sample NA
Number Overall results . subtyping Number Overall result ) subtyping
if performed if performed
FluA Pos FluA Pos
X H1 O H3 0 O H1 0O H3 g
2010-01 [JHipdm OO H5 O 2010-06 U Hipdm M H5 O
[J HA nontypeable OnaA nontypeable
[J FluA Neg [J FluA Neg
FluB (0 Pos ¥ Neg FluB O Pos R Neg
FluA Pos FluA Pos
g 0 H3 a O w1 0 u3 a_
2010-02 U Hipdm K H5 O 2010-07 | O Hlpdm [ HS O B
[0 HA nontypeable 0J HA nontypeable
[ FluA Neg (X FluA Neg
FluB O Pos X Neg FluB ¥ Pos 0 Neg
FluA Pos FluA Pos
Om1  Rus X l‘lz Om O H3 0
2010-03 O Hipdm [ Hs 2010-08 UHipdm [XHs a
[J HA nontypeable [J HA nontypeable
U FluA Neg 0 FluA Neg
FluB [J Pos X Neg FluB [J Pos [ Neg
FluA Pos FluA Pos )
g H1 On3 3] Om 0 n3 B
2010-04 O Hipdm X Hds5 O B 2010-09 O Hipdm O Hs O
O HA nontypeable OHA nontypeable
[J FluA Neg ¥ FluA Neg
Flub [ Pos (¥ Neg FluB [ Pos  $ Neg
FluA Pos ! FluA Pos
Om O H3 X N, O O us3 X I\/l
2010-05 ® Hipdm [0 H5 ] 2010-10 | M Hipdm (O Hs 0
O HA nontypeable (J HA nontypeable
[J FluA Neg [J FluA Neg
FluB (0 Pos  [¥ Neg FluB (0 Pos ™ Neg

If the FluB assay was not performed, leave the boxes ‘(] Pos’ and ‘(] Neg’ as blank.

WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR
6 January 2010

Lab code: 223
Page 4 of 12

Figura 42. Resultados emitidos en el Panel 7 OMS.
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6. Result Form-Panel 8

WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR
GVU-PTP-TRM-WHO-EQA-RES-01-P08-2010-06-07

Lab code: 223

Date of dispatch: 14/06/2010
Deadline for submitting results: 20/07/2010
Date panel received: _/_[2010
Date testing started: _/_010 2 © Jpanio
Date testing completed: _ /12010 - 8/ J“‘e '\-.@
Date results reported: /2010 - 12/ J Lo
Tests performed by: Pe B. Mpeser y DeEixes
Results reported by: Pe . \&arceu
" The format of the date is dd/mm/yyyy.
Sample NA Sample NA
amp Overall results subtyping Overall result subtyping
Number if performed Number if performed
FluA Pos FluA Pos
O Hl OH3 O O H1 (1H3 ]
2010-11 CHlpdm [OHS O 2010-16 OHipdm  LH5 U
U] HA nontypeable [ HA nontypeable
] FluA Neg 0 FluA Neg
FluB N Pos ] Neg FluB O Pos K Neg
FluA Pos FluA Pos
; OHl O H3 X WA X Hi O H3 0
£ 2010-12 ngpdm OHs O 2010-17 UHlpdm  OH5 U
{ i HA nontypeable [J HA nontypeable
7 FluA Neg [ FluA Neg
FluB [J Pos  [] Neg FluB [J Pos ] Neg
FluA Pos FluA Pos
CHl O H3 O OH1 0 Hs3 ]
2010-13 O Hipdm ¥Hs O 2010-18 OHipdm  YHS 0
[ HA nontypeable [ HA nontypeable {
7] FluA Neg O FluA Neg i
FluB [ Pos O Neg FluB [J Pos 7] Neg
FluA Pos FluA Pos
O HI Xus O O H 03 R N4
2010-14 O Hipdm [ H5 0 2010-19 OHipdm W HS a
[0 HA nontypeable ] HA nontypeable
[ FluA Neg 0 FluA Neg
FluB L Pos ] Neg FluB U Pos [ Neg
FluA Pos FluA Pos
UHI U3 U HHt [ H3 _J
2010-15 OHipdm s 0 2010-20 Pripdm OHs 0
[ HA nontypeable {7 HA nontypeable
U FluANeg [ FluA Neg
FluB [ Pos (] Neg FluB J Pos [J Neg
Panel 08
7 June 2010 Page 4 of 13

Figura 43. Resultados emitidos en el Panel 8 OMS.
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7. Result Form-Panel 9

GVU-PTP-TRM-WHO-EQA-RES-01-P03-2011-01-03

Lab code: 223

Date of dispatch: 10/01/2011
Deadline for submitting results: 15/02/2011
Date panel received: 13/i/2011
Date testing started: 20/2i/2011
Date testing completed: 23 pl/2011
Date results reported: A4 /pj /2011
Tests performed by: Ad12144
Results reported by:
" The format of the date is dd/mm/yyyy.
Sample NA Sample NA
N::f)er Overall results ) subtyping Numlp;er Overall result ) subtyping
if performed if performed
FluA (% Pos [ Neg FluA X Pos [ Neg
O H3 0 0O H3 O
3 Hlpdm O HS ] [0 Hilpdm 0O H5 ]
2011-01 E— - —
O L R HA utyped U9 | & A untyped
FluB [0 Pos X Neg FluB O Pos X Neg
FluA [0 Pos (X Neg FluA [0 Pos & Neg
0O H3 ] O H3 O
0O Hlpdm O H5 ] O Hlpdm 0O Hs 0
2011-02 O HA untyped —_— 2011-07 O HA untyped
FluB [J Pos (¥ Neg FluB [J Pos [X Neg
FluA O Pos X Neg FleA (0 Pos & Neg
O H3 (] 0O H3 O
on O Hipdm 0O Hs 0O . OO0 Hlpdm 0O Hs )
2011-03 O HA untyped 2011-08 O HA antyped —
FluB O Pos X Neg FluB & Pos OJ Neg
FluA & Pos [1 Neg FluA B Pos I Neg
0O H3 g X H3 ]
R Hipgm OHS | O OHlpdm OH5 | O
2011 — i —_
o11-04 O HA untyped 2011-09 [J HA untyped
FluB (O Pos & Neg FluB I Pos X Neg
FluA & Pos O Neg FluA B Pos OO Neg
0 H3 ] O H3 O
2011-05 W Hipdm O HS | O__ | 211.10 U Hipdm DOHS | O___
[J HA uni ] HA untyped
| FluB O Pos (X Ne
[FluA B Pos OJ Neg
0O Hi X H3
V01-2011 ~ —
V022011 53 H untyped
FluB O Pos B Neg FluB O Pos 8 Neg

# Pos, positive; Neg, negative.

Panel 09
03 Jan 2011

Page 5 of 13

Figura 44. Resultados emitidos en el Panel 9 OMS.
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7. Result Form-Panel 10

WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR

GVU-PTP-TRM-WHO-EQA-RES-01-P10-2011-06-13

Lab code: 223

Date of dispatch:

Deadline for submitting results:
Date panel received:

Date testing started:

Date testing completed:

Date results reported:

Tests performed by:

Results reported by:

20/06/2011
26/07/2011

2Y/6 2011

21 62011

44./1/2011

11/32011

S50 v R AdtiniA
Maia Piwepc

" The format of the date is dd/mm/yyyy.

Sample NA Sample NA
Nurmber Overall results ) subtyping Number Overall result ) §ubtyp1ng
if performed if performed
FluA O Pos (& Neg FluA & Pos [J Neg
0O H3 O O H3 0O
O Hipdm O H5 [m} O Hlpdm & H5 O
- _— 2011-16 —_—
»r 20m- ] HA untyped 0 HA untyped
FluB & Pos OJ Neg FluB [ Pos B Neg
FluA B Pos O Neg FluA B Pos O Neg
O H3 O O H3 O
2011-12 O Hipdm B H5 a 2011-17 B Hipdm O H5 O
O HA untyped O HA untyped
FluB [J Pos B Neg FluB [ Pos & Neg
FluA O Pos B Neg FluA @ Pos J Neg
O H3 O O H3 O
O Hlpdm 0O Hs O O Hipdm ¥ H5 ]
2011-13 — 2011-18 —_
0O HA untyped O HA untyped
FluB (& Pos [J Neg FluB [ Pos ¥ Neg
FluA # Pos [0 Neg FluA O Pos B& Neg
0O H3 O O H3 O
0O Hlpdm b H5 O O Hipdm O H5 [m]
2011-14 — 2011- S,
o [0 HA untyped otL-19 [0 HA untyped
FluB [ Pos M Neg FluB O Pos M Neg
FluA ® Pos [0 Neg FluA % Pos O Neg
& H3 [m] 0O H3 ]
2011-15 O Hlpdm O H5 O 2011-20 $ Hlpdm O Hs5 [}
O HA untyped [J HA untyped
FluB O Pos B Neg FluB [ P
FluA M Pos O Neg FluA B Pos O Neg
O Hi 0O H3 O O m O H3 O
O Hlpdm [ O Hlpdm 0
V03-2011 —_— V04-2011 —_—
03 & HA untyped M HA untyped
FluB [J Pos B Neg FluB [ Pos M Neg
# Pos, positive; Neg, negative.
Panel 10 Page 5 of 13
13 June 2011

Figura 45. Resultados emitidos en el Panel 10 OMS.
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VI. Utilizacion de Oseltamivir en el tratamiento de la Gripe A H1IN1 pdm

2009 en pacientes del Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

Durante el periodo de estudio se evalud la adherencia al protocolo de actuacion
ante casos de gripe por el virus A H1N1nv, segun las directrices del Ministerio
de Sanidad y Consumo y de la Comunidad Auténoma: tratamiento a todos los
pacientes con al menos un factor de riesgo de presentar una enfermedad grave
y sin que sea requisito, para el inicio de tratamiento, la conformidad del

laboratorio de Microbiologia.

Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo de cinco meses de duracion
(Octubre 2009 - Marzo 2010) y se incluyeron todos los pacientes ingresados y

los atendidos en el Servicio de Urgencias del Hospital tratados con oseltamivir.

Se registraron los datos de filiacion de los pacientes y las siguientes variables:
dosis y pauta del antiviral, criterios de riesgo de los pacientes, antibioticoterapia
asociada, registro del diagnoéstico microbiolégico en el programa “Informes” del

hospital.

Se recibieron 87 prescripciones por protocolo. Se trataron 87 pacientes, 57
hombres y 30 mujeres, con una edad media de 48 ainos.

74/87 tenian un criterio clinico de tratamiento, 10/74 presentaron mas de un
factor de riesgo. En mas de la mitad de los pacientes, 40/74, el factor de riesgo
estd asociado a patologias respiratorias cronicas. 80/87 pacientes reciben
tratamiento con dosis y pauta habitual, 75 mg/12h; a 3/87 pacientes se les
administra 150 mg/12 h, dos de ellos ingresan en la Unidad de Cuidados
Intensivos y el tercero es un paciente ingresado por el Servicio de Hematologia
en tratamiento con quimioterapia. 4/87 pacientes recibieron dosis plenas
aunque tenian un aclaramiento de creatinina comprendido entre 10-50

ml/minuto.
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58/74 pacientes recibieron otros antibiéticos, ademas de oseltamivir; 37/58
fueron tratados con uno solo y 21/68 con mas de uno. En los sistemas de
informacion del hospital no estan registrados los datos farmacoterapéuticos de
16/87 pacientes, se dan de alta desde el Servicio de Urgencias o ingresan en
unidades sin un Sistema de Distribucion de Medicamentos en Dosis Unitaria.
De las 64 pruebas de confirmacion de gripe A solicitadas al Servicio de

Microbiologia solo 8 fueron positivas.

Se dispensaron desde el Servicio de Farmacia: 630 capsulas de Tamiflu®
75mg, 23 soluciones de oseltamivir 50 mg/ml y 3 soluciones de Tamiflu® 12

mg/ml).

En el 85% (74/87) de las sospechas por gripe A los clinicos se adhedieron al
protocolo y se prescribio oseltamivir en pacientes con factores de riesgo

asociado.

Solo el 12,5% (8/64) de las muestras enviadas al Servicio de Microbiologia del

hospital fueron positivas.

Por cada caso de gripe A confirmada microbiolégicamente se trataron en

nuestro  hospital, con el antiviral oseltamivirr a 11 pacientes.
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La discusion de los resultados obtenidos la llevaremos a cabo en distintos

apartados enumerados en su desarrollo posteriormente.

En primer lugar, es preciso considerar las caracteristicas de la muestra
poblacional incluida en el estudio, para poder efectuar una interpretacion

correcta de nuestros hallazgos.

A continuacion, analizaremos las variables relativas al diagnostico de Gripe y

de otros virus respiratorios, aludiendo al perfil de la demanda atendida.

Seguidamente, presentaremos las aportaciones documentadas en la
distribucion comparativa de la Gripe frente a otros virus respiratorios asi como

el perfil de los cuadros gripales atendidos en nuestro centro.

Por ultimo, se discutiran los resultados de los controles de calidad procedentes

de la OMS que se realizaron en el periodo de estudio.
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1.- ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA POBLACIONAL
ESTUDIADA.

La poblaciéon de nuestro estudio se caracteriza por proceder de 11 areas
sanitarias del Sistema regional de salud de Castilla y Ledn. La proporcion de
sexos presenta un ligero balance a favor de los varones (55.1%) y un
rendimiento diagndstico global del 40.14%. No es por tanto una muestra
homogénea, sino que presenta el sesgo inherente a la atencion de la demanda
que se ha ejercido sobre un laboratorio que actua como centro de referencia en
Gripe en nuestra Comunidad Auténoma. En cuanto a la edad de los pacientes
de las muestras recibidas y procesadas es el rango de los adultos entre 14 y 65
afos donde se tiene mas representacion (47%) y parece l6gico que sea asi por
ser el intervalo mas amplio, seguidos por las muestras pediatricas entre 1y 13
anos con un 22.5% destacando el 17.3% de muestras de lactantes menores de

un ano de edad.

La demanda procedente de las dos areas sanitarias de Valladolid seguida de la
de Burgos obedece con elevada probabilidad a la propia configuracion fisica y
asistencial de la red sanitaria que responde a la emergencia de la Gripe
pandémica. Diversos autores han realizado en nuestro pais estudios
descriptivos sobre el diagndstico de gripe A H1N1 con diferentes enfoques:
estudios epidemiologicos en el contexto asistencia®, analisis de variables
clinicas asociadas al diagnostico en distintos grupos de poblacion® y

descripcion de marcadores prondsticos®*%°

, hallazgos circunscritos a los
propios aislados viricos o incluso comparacion de técnicas diagnosticas en el

contexto del periodo pandémico y postpandémico%.

El numero de pacientes incluidos en dichas investigaciones es muy variable y

en algunas se obtiene a expensas del anélisis de series multicéntricas® %1%,
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No hemos encontrado trabajos que analicen de forma consecutiva los
resultados de la demanda asistencial a la que se somete a un sélo centro. Es
por ello, por lo que nuestro estudio tiene una relevancia mayor, ya que se
analiza toda la poblacion atendida en un centro de diagndstico, obteniendo asi
una vision de conjunto de dos afos consecutivos dividiendo el estudio para
algunas variables en dos periodos diferenciados, periodo pandémico y periodo

postpandémico.

Tal y como hemos avanzado, la mayor parte de las peticiones que se recibieron
en nuestra serie procedian de pacientes hospitalizados (74.3%), lo cual
confiere un matiz comparable a las aportaciones realizadas por otros grupos

101-104

esparioles y extranjeros'®,

De acuerdo con lo anteriormente expuesto podemos concluir que el diagndstico
de Gripe y de otros virus respiratorios en el periodo pandémico vy
postpandémico se centrd en pacientes hospitalizados, mayoritariamente
adolescentes y adultos entre 14 y 65 afios, siendo para mayores de 65 afos
mucho menos frecuente. A pesar de las indicaciones al respecto, en mas de la
mitad de los volantes de peticion no constaba la patologia ni otros datos
relevantes. Ademas, el diagnostico etioldgico viral se consiguié en 4 de cada 10
pacientes referidos correspondiendo en general a infecciones causadas por un
unico virus respiratorio, siendo mayoritarias las debidas al virus de la gripe. Las
coinfecciones se encontraron en un porcentaje muy inferior, aunque no

desdenable, en menos de 1 de cada 10 pacientes.
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Parece logico que los frotis faringeos sean las muestras que constituian el
mayor volumen de demanda diagndstica (56.6%), seguidos por los lavados
nasofaringeos (20.2%) en correspondencia con las normas y protocolos de
obtencion de muestras diagnosticas que se redactaron para la asistencia de los
pacientes potencialmente infectados desde el inicio de la pandemia
(Diagndstico microbioldgico de las infecciones por virus respiratorios SEIMC, 22

Edicion 2008, Protocolo de diagndstico viroldgico H1N1)'% |

De acuerdo con el perfil de pacientes que ingresaron en unidades hospitalarias,
cabe apuntar que las muestras se diversificaron y el porcentaje de éstas se
situ6é en una proporcién pequefia (2.5%) del total. En este sentido las series del
Grupo de trabajo del Proyecto CIBERESP'® que tras realizar un estudio de
casos Yy controles describen los resultados de 37 hospitales de 7 Comunidades
autonomas y reflejan los aspectos epidemiologicos, clinicos e, incluso,
farmacolégicos para pacientes hospitalizados y el riesgo de complicarse con

una neumonia bacteriana secundaria tras padecer una Gripe.

Al tratarse nuestra aportacion de los hallazgos diagnosticos en un colectivo de
personas a las que se les solicita una investigacion de virus respiratorios a lo
largo del tiempo, se destaca que fueron los meses de Octubre a Enero aquellos
en los que se atendio la principal demanda diagndstica; como corresponde a la
experiencia habitual de los grupos que atienden patologia respiratoria

infecciosa'®"1%°,

Un matiz especifico de nuestra serie reside en el hecho de que se inicia en el

mes de Mayo de 2009 coincidiendo con la emergencia del virus de la Gripe
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pandémica, lo cual motiva que en el conjunto, este mes, suponga el 2.4% de la

demanda diagnostica; y que al compararlo con los meses de Mayo

postpandémico la proporcion de la demanda sea mayor. No existen muchos
estudios que abarquen periodos cronologicos de tres afos desde el inicio de
una pandemia de gripe, lo cual constituye un elemento de ayuda para entender

en su conjunto la etiologia y diagnostico de las infecciones respiratorias viricas.

En resumen, se puede concluir que la tasa de rendimiento diagndstico de todos
los virus respiratorios, incluida la Gripe, fue superior en el primer afo de
circulacion del virus pandémico, probablemente debido a una mejor

caracterizacion clinica de las peticiones diagnosticas.
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2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS TRAS EL DIAGNOSTICO
DE GRIPE Y OTROS VIRUS RESPIRATORIOS.

Tras haber explicado en el capitulo de resultados las diferencias que se
presentan de los datos positivos para Gripe y para otros virus respiratorios y los
dos periodos analizados; estos muestran que en el periodo pandémico se
obtuvieron el 73.1% de muestras positivas del estudio, que corresponde a un
total de 1055 muestras positivas. Mientras que en el periodo postpandémico el
se diagndsticardn solo el 26,9 % del conjunto de muestras positivas del estudio
(389 muestras positivas). En el estudio de manera global, se encontraron 1443
muestras positivas, de las cuales el 51.5% correspondieron a virus de la gripe,
40.6% a virus respiratorios y el 7.9% restante a coinfecciones bien fueran de
virus de la Gripe con otros virus respiratorios u otros virus respiratorios entre si,
datos que coinciden con otros estudios realizados de ambito nacional e

internacional’%11?-

Al analizar las muestras positivas en funcion del afio, es en 2009 donde mas
detecciones positivas obtuvimos tanto para Gripe como para otros virus
respiratorios, seguidos en el afio 2011. A pesar de que no existen muchas
publicaciones que comuniquen series trianuales como la presente, es de
destacar la variabilidad existente en la actividad diagndstica comunicada por

diferentes grupos y desde diversos enfoques'™'™ .

Un hecho original de nuestra serie es el relativo escaso volumen de muestras
recibidas en el afio 2010, que en conjunto representa menos de la tercera parte
de los productos procesados en el afio precedente, hallazgo no reflejado en la
literatura hasta donde hemos podido revisar. Al reflejar nuestro trabajo la
actividad constante de un laboratorio en el diagnostico etiolégico de la infeccion

por virus respiratorios, dicho hallazgo, puede traducir la escasa actividad clinica
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en cuadros de esta focalidad posteriores a la circulacion de un virus gripal

pandémico.

Cuando abordamos nuestros hallazgos considerando el protagonismo
proporcional que han mantenido los virus de la gripe frente al resto de virus
respiratorios, podemos afirmar, que en el aino 2009 la actividad del virus de la
Gripe duplicoé la presentada por el resto de virus, si bien en los dos afos
siguientes, éstos ultimos superaron a la de los virus gripales. Tal y como hemos
comentado en el parrafo precedente, el afio 2010 fue de particular escaso
rendimiento en términos de actividad gripal, donde la proporcion de virus
respiratorios superd en cinco veces a la de los virus gripales. Diversas series
espafiolas’®""" han establecido aportaciones relevantes en la caracterizacion
y vigilancia de los virus gripales pero no conocemos trabajos que aborden en
su conjunto el comportamiento de todos los virus respiratorios, por lo que este
estudio tiene un valor afadido. Se ha postulado el protagonismo que alcanzan
las denominadas variantes mayores''® que emergen como virus pandémicos
pero se desconoce mas, por razones obvias, acerca del comportamiento a
medio plazo de la nueva variante pandémica. Por otra parte, la creciente

disponibilidad de herramientas de diagndstico molecular'%®1%123

para
diagnosticar nuevos virus respiratorios posibilita la realizacion de estudios
prospectivos mas amplios desde el punto de vista etiologico a partir del
momento actual pero limita su comparacion con series consideradas
historicas®®. Un hecho adicional a considerar es que, si bien en los adultos las
infecciones respiratorias de origen virico son una causa importante de
morbilidad, sin embargo los cuadros clinicos que demandan atencién médica
se circunscriben a pacientes con patologia de base, inmuno-deprimidos o en
edades extremas de la vida, nifos y ancianos, y es por ello, por lo que la
proporcion de agentes etioloégicos no estd en relacion con su propia

circulacion'?.
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En consonancia con lo expresado anteriormente los resultados de este trabajo,
demuestran que el mayor volumen de resultados positivos para virus

respiratorios y gripe acontece en un rango amplio de edad. Este hecho puede

asociarse a que nuestro laboratorio ofrece diagnéstico virologico de manera
global sin discriminar la gravedad de la patologia que la motiva, a un amplio
territorio de nuestra comunidad auténoma y en un contexto tanto asistencial
rutinario como asistencial especial en el curso de la pandemia de gripe que
minoritariamente contenia casos que provenian de la Red Centinela Sanitaria

de Gripe.

El mayor numero de muestras positivas, en el contexto de esta serie
corresponde a la edad pediatrica, hecho que concuerda con lo comunicado por
diversos grupos en nuestro entorno'?>"'?°. Muchos de los trabajos publicados
en series pediatricas corroboran nuestra observacion y ponen de manifiesto
que la incorporacion de herramientas de diagnostico molecular al diagndéstico
de infecciones respiratorias permiten describir multiples agentes que

107,112,119,127,130,131

acompanan y/o coexisten con los virus gripales en poblacion

infantil.

Cuando efectuamos la agrupacion de las muestras positivas por trimestres es
el cuarto del ano, coincidiendo con el otoio, el que agrupa mas de la mitad de
las mismas, seguido en frecuencia por el primero (invierno), este hecho resulta
convencional en el contexto de la actividad diagnéstica de virus respiratorios'*2.
El hallazgo de una proporcion notable en el trimestre estival se encuentra en
relacion con la diseminacién en la circulacion del virus pandémico, hecho que
en la serie que presentamos es notorio aunque en el analisis temporal puede
resultar diluido.
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Cabe valorar en este apartado la distribucion de los hallazgos de los diferentes
virus gripales, que en nuestra serie estuvieron mayoritariamente representados
por el virus de la gripe A H1N1 nueva variante al que pertenecieron 19 de cada
20 virus detectados. La proporcion restante la ocuparon virus de la gripe B y en
una proporcion minima virus de la gripe A H3N2 y A H1N1 estacionales. Al
igual que se ha publicado en otras series contemporaneas con nuestro

133 Este estudio demuestra la constancia en la circulacion del virus

trabajo
pandémico y la documentacién esporadica del virus de la gripe B. Este ultimo
hizo su aparicién fundamentalmente en el periodo postpandémico y entre

pacientes de las dos primeras décadas de la vida'*

En relacion a lo comentado podemos concluir que durante la primera
circulaciéon pandémica el virus de la Gripe mas frecuentemente diagnosticado
fue Gripe A H1N1 nv; los virus respiratorios fueron notablemente menos
frecuentes, como asi el virus de la Gripe B y otros subtipos de A que se

diagnosticaron en proporciones minimas.

El hecho de que en nuestra serie de 25 meses, el virus de la gripe B se
encontrara fundamentalmente en los meses invernales puede estar asociado a
la circulacidn secuente a la del virus pandémico, de manera similar con la
experiencia previa de nuestro grupo en la actividad diagndstica del Centro de
Gripe de Valladolid, aunque en menor medida. Este Centro, a lo largo de los
tres ultimos afos ha notificado de forma espeoradica actividad gripal B fuera de
los meses de invierno, en consonancia con otras redes nacionales y europeas.
Incluso el verano del 2012, no incluido en este estudio, se demostro la
presencia de casos de gripe B, ejemplo de los matices distintos de la

epidemiologia del virus de la gripe B.
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Como corresponde a la mayor demnada de diagndstico a nuestro laboratorio
por parte de las provincias de Valladolid y Burgos, el mayor porcentaje de
muestras positivas para virus respiratorios corresponde a dichas provincias,
que en conjunto supusieron el 60% de la positividad total. Este hecho obedece
tanto a razones de oferta diagndstica como de coordinacion administrativa y
sanitaria. En el inicio de la actividad pandémica, diversos organismos oficiales
de ambito nacional establecieron protocolos de diagndstico, en los que nuestro

135 (Ministerio de Sanidad e Instituto de Salud

Centro mantuvo un papel activo
Carlos Il con la Red de Vigilancia Epidemioldgica) y por este motivo, los
profesionales de la Microbiologia que habitualmente utilizan nuestro servicio
como referencia en su actividad, integraron las muestras respiratorias en sus

circuitos de derivacion.

En intima conexion con lo expuesto destaca el elevado rendimiento diagnéstico
que se obtuvo de las muestras procedentes de la Red Centinela Sanitaria
(62%), cuya consolidacién y actividad ha alcanzado una posicion destacada en
el ambito de la Vigilancia Epidemioldgica y Salud Publica en nuestro pais'®

(Junta de Castilla y Ledn).

En el contexto asistencial de Valladolid cabe destacar que nuestra actividad ha
asumido todas las muestras de procedencia hospitalaria de nuestra provincia,
hecho que apunta a un enfoque eficiente y a la optimizacion de recursos entre
las dos areas sanitarias. La oportunidad que representa efectuar un diagnéstico
virico en patologia respiratoria de manera homogénea para extensas areas de
un territorio, no debiera ser desaprovechada y puede traducir de una manera
fiel la difusién de estos agentes en el interfaz comunidad-hospital. Diferentes
autores en nuestro pais'*"'*® han recogido su experiencia en este ambito, pero

la mayoria se circunscribe a una vision de centro de referencia, mientras que
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nuestro grupo atendemos las necesidades diagnosticas en todos los niveles

asistenciales.

Al considerar nuestros resultados en cuanto a la deteccion de virus
respiratorios excluyendo a los virus gripales cabe destacar que mas de la mitad
correspondieron a Rino/enterovirus (59%) seguidos del VRS (18.7%) y de los
virus Parainfluenza (12.3%). En proporciones inferiores al 10% documentamos
la presencia de Metapneumovirus (6.8%), Coronavirus (4.1%), Adenovirus
(2.6%) y Bocavirus en la misma proporcion (2,6%). Existen publicaciones que a
lo largo de la ultima década han documentado la prevalencia de los virus

respiratorios con diferentes enfoques'*®'*! 142,143

y en distintos grupos etarios
Todas ellas se benefician de la disponibilidad de las técnicas de deteccidn
molecular que han revolucionado las posibilidades de diagndstico virico en la
practica clinica. Si bien las prevalencias globales muestran variabilidad entre
las cifras detectadas en diferentes contextos, aportaciones como la de nuestro
grupo cobra valor al ser pioneras en la deteccién de una amplia gama de virus.
Hasta donde hemos sido capaces de revisar, los Coronavirus del tipo OC43,
NL63, 229E y HKU1 constituyen las primeras comunicaciones realizadas en

nuestra comunidad autébnoma.

Podemos concluir que entre los virus respiratorios no gripales diagnosticados
destaca por su mayor frecuencia Rino/Enterovirus con mas de la mitad de
detecciones dentro de este grupo; seguidas de VRS y Parainfluenza. De tal
forma que los cinco grandes virus de infeccion respiratoria son: virus de la

Gripe (A y B), Rino/Enterovirus, VRS y Parainfluenza.

Parece oportuno destacar también que en nuestra serie una proporcion no
desdefnable de muestras (7.4%) revelaron la presencia de coinfeccion entre dos
virus respiratorios tal y como se ha detallado en el apartado correspondiente de
resultados. En wuna proporcion muy pequena (0.5%) se evidenciaron

infecciones triples. Desde un punto de vista conceptual existen lagunas

193
Silvia Rojo Rello




Discusion

importantes en la patogenia de las coinfecciones virales y por ello, la
interpretacion veraz de las coinfecciones es un campo de mantenido debate.

En los casos de coinfeciones por cualquier virus de la gripe o alguno de los

mas importantes (VRS, Parainfluenza) es facil atribuir el papel patogénico a los
mismos. Permanece como incognita la descripcion de cual de los virus que
coinfectan actua como protagonista principal y si el aislado acompafante posee
verdadero significado patogénico en casos de virus de circulacion anual, con

periodo de excrecion mas largo y patologia muy variada (rinovirus).

En consonancia con lo que se acaba de exponer, podemos concluir que las
coinfecciones mas frecuentes incluyeron virus de probada patogenia y
prolongada circulacion epidémica: Rino/Enterovirus + VRS, Rino/Enterovirus +
Gripe A H1N1, Rino/Enterovirus + Bocavirus y Rino/Enterovirus + Adenovirus.

Estas fueron mas frecuentes en nifios que en adolescentes y adultos.

Nuestros resultados muestran que la descripcidn epidemiolégica de las
coinfecciones puede aportar luz al conocimiento, en el sentido mencionado en
el parrafo anterior, ya que en invierno su presencia ha sido mayoritaria y ha
doblado en porcentaje a las infecciones simples. Hecho escasamente

documentado en la literatura™*14%147

que concuerda con las razones
expuestas ademas de un mayor predominio de algunos virus de reciente

desarrollo diagnoéstico (Bocavirus, metapneumo, corona, etc).

Desde el punto de vista practico; de nuestra experiencia se desprende la
necesidad de incorporar tanto a las redes de vigilancia como a la practica
clinica la deteccidon de otros virus respiratorios. Todas las redes que
conocemos en nuestro pais estarian en condiciones de ampliar su oferta
diagnostica y de este modo responder tanto al interrogante de la verdadera
circulacion de los virus como al esclarecimiento de su significado meramente
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patogénico. Nuestro grupo ha desarrollado una serie de trabajo de la
respuesta inmunitaria’® frente al VRS y otros virus respiratorios®'%® que
puede marcar una tematica a seguir en un futuro préximo, pero que debe

sustentarse en la vigilancia sistematica de los cuadros respiratorios en edades
extremas de la vida.
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3. ESTUDIO COMPARATIVO DE GRIPE Y DE OTROS VIRUS
RESPIRATORIOS

Nuestros hallazgos nos han permitido describir de manera pionera el perfil de
los pacientes que presentaron gripe y el de aquellos infectados por otros virus
respiratorios en una serie consecutiva derivada de la actividad asistencial. El
primer hecho que destaca es que la edad media de los pacientes con gripe
resultdé ser significativamente superior a la de los pacientes en los que se
detectaron otros virus respiratorios (31.3 +- 21.8 vs 25.4 +- 28.9), hallazgo

54 Por lo

escasamente documentado en las series contemporaneas a la nuestra
que hace referencia a la distribucion por sexos, ambos grupos resultaron
similares con proporciones entre varones y mujeres de 55% a 45% tanto para
las personas afectadas por virus de la gripe, como para las afectadas por otros
virus respiratorios. En las series de gripe publicadas en nuestro entorno la

distribucion por sexos resulté concordante con lo descrito por nosotros'®°.

Tras este analisis podemos concluir que la edad media de los pacientes con
Gripe (31,3 anos) resultoé ser significativamente superior a la de los pacientes
en los que se detectaron otros virus respiratorios (25,4 afos). La distribucién
por sexos fue equilibrada entre ambos grupos. En nuestro hospital los mismos

parametros fueron ligeramente superiores a los generales.

En nuestro estudio hemos monitorizado a lo largo de los tres ultimos afos la
eficiencia diagnodstica referida al tiempo de emision de los resultados al igual
que otros grupos'®. En la presente contribucién, casi el 90% de los virus
respiratorios se detectaron en un tiempo igual o inferior a dos dias, mejorando
el porcentaje para identificar virus gripales en dicho tiempo, que en el mismo
periodo se situé en 83%, sin embargo el porcentaje de resultado a los dias 3 y
7 para los virus gripales alcanzé un porcentaje del 15% y para ese intervalo de
tiempo de resultado diagnostico en este periodo, el resto de virus respiratorios
se situé en un % menor (10%). Una minima proporcion de resultados

viroilogicos exigieron tiempos superiores a la semana.
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En cuanto a la distribucién de las dos categorias diagnosticas cabe apuntar que
la procedencia hospitalaria fue mayor en los pacientes con virus respiratorios

(92%) frente a los pacientes con gripe (82.4%)"".

En el analisis temporal categorizado por trimestres fue el cuarto trimestre de
cada afno el que mostré una mayor proporcion de muestras positivas tanto en
gripe como en otros virus respiratorios seguidos por el primer trimestre del afio
en el que los virus respiratorios superaron ademas a los virus gripales. Este
hecho concuerda con lo clasicamente sefialado a lo largo de las diferentes
temporadas de actividad estudiadas en nuestro centro de referencia y a lo
notificado por las redes de vigilancia de salud publica en las redes de nuestro
pais a partir de 1995. De la carga de trabajo que genera la actividad
diagndstica de los procesos respiratorios, da una idea el hecho de que las
redes de médicos centinelas notifican tradicionalmente actividad gripal entre la
semana 40 de un afo y la semana 20 del siguiente. Nuestro periodo de estudio
ha abarcado de manera consecutiva el periodo interepidémico a pesar de lo
cual, en el contexto global, y aun contado con la diseminacién del virus
pandémico, la actividad se ha concentrado esencialmente en los dos trimestres
referidos. Un aspecto menor pero no por ello menos importante es el de que
también en los meses de primavera se ha documentado circulacion de virus
gripales, hecho que unicamente es posible describir con una oferta de
deteccion de virus respiratorios mantenida a lo largo del tiempo. Son escasos
los grupos de trabajo que reportan hallazgos como el que mencionamos en

nuestra serie®® .

Un aspecto claramente mejorable a tenor de lo expuesto en nuestra aportacion
es el de optimizar la informacion clinica que acompafia a la solicitud
diagnostica, hecho reiteradamente reivindicado por los microbidlogos ante los
facultativos con actividad clinica. No resulta sorprendente que en la
bronconeumonia haya sido la patologia mas frecuentemente repetida en los
volantes de peticion y la fiebre el signo clinico aislado mas prevalente. Por el
sesgo que conlleva este hecho su significacion puede no ser notoria.

De acuerdo a lo relatado anteriormente podemos concluir que las patologias
mas frecuentemente reflejadas en los volantes de peticion fueron la
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bronconeumonia y la expresada de forma genérica como ‘“infeccidn
respiratoria”. Los hallazgos virolégicos en estas indicaciones clinicas fueron
ligeramente distintos. En las bronconeumonias predominaron otros virus
respiratorios no gripales, en la “Infeccion respiratoria®, Gripe y otros virus

respiratorios tenian un protagonismo similar.

La categorizacién dicotomica elegida por nuestro grupo para clasificar los
hallazgos en funcién de los cuatro grandes grupos de agentes etiolégicos y su

distribucion en funcién de 9 trimestres ha demostrado una amplia variabilidad.

El hallazgo mas constante durante las temporadas gripales ha sido la
predominancia de los virus gripales frente al resto de virus respiratorios. En el
caso particular de la evolucion del virus respiratorio sincitial, en nuestra serie
eéste ha mantenido una fuerte presencia en el primer trimestre del afio 2010
consecutivo a la aparicién del virus pandémico. Tradicionalmente las redes de
vigilancia de virus respiratorios han notificado la actividad del VRS como

preludio de la aparicion de los virus gripales en la comunidad'®'°

pero en el
caso de la temporada 2009-2010 la situacion ha sido la contraria. Los
Rino/enterovirus han mantenido una presencia mas constante y en el contexto
comparativo de los trimestres estudiados se han objetivado dos picos de
actividad. Con toda probabilidad del seguimiento temporal de las temporadas
posteriores podremos obtener una vision mas completa de las ondas de este
agente. Diversos estudios'® en nuestro pais han corroborado la circulacién de
Rino/Enterovirus concomitante con la actividad del resto de virus respiratorios,
siendo un hecho coincidente con el nuestro su prevalencia en el periodo
invernal. El virus Parainfluenza en todos los trimestres estudiados presenta una
prevalencia mas baja y mas homogénea. Con independencia del analisis de
otros factores asistenciales, epidemiolégicos, socio-sanitarios y clinicos, cabe
apuntar que la incorporaciéon de las técnicas de diagndstico molecular a la
documentacion etiologica de los cuadros de infeccion respiratoria representa
una aportacion innovadora y que marca el inicio de una nueva era en el

conocimiento de los virus respiratorios en su conjunto'®?.
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4. EXPERIENCIA CLINICA Y TERAPEUTICA DE LOS PACIENTES
ATENDIDOS EN EL H.C.U. DE VALLADOLID

Por el interés que suscita el disponer de una muestra de pacientes propia,
hemos analizado casi tres millares de muestras recibidas en nuestro laboratorio
durante el periodo de actividad pandémica y el postpandémico inmediato.
Destaca en primer término que existid6 un equilibrio entre la positividad
mostrada frente a virus gripales y frente a otros virus respiratorios

representando las coinfecciones un 5% de la positividad.

En resumen, se puede concluir que los porcentajes de muestras positivas de
pacientes procedentes del HCUV fueron muy similares para virus de la Gripe y
para otros virus respiratorios, encontrandonos una proporcion de coinfecciones

ligeramente inferior a la media del estudio.

En segundo término, en nuestro centro el virus gripal detectado fue
monograficamente el de gripe A H1N1 09 pdm. Al analizar comparativamente
las variables clinicas y epidemioldgicas incluidas en esta muestra, destaca que
los virus de la Gripe correspondieron a pacientes cuya edad media superaban
un quinquenio a los que infectaban otros virus respiratorios. Estos hechos

coinciden con los documentados en otras series'®.

Un hallazgo a nuestro juicio destacable es que las coinfecciones se
documentaron en nifnos, lo cual corrobora en nuestro medio lo descrito por Cilla

G et al en el Pais Vasco'®, Garcia et al en Majadahonda'®®

y en otras series
extranjeras'®. Al analizar la estancia en Unidad de Cuidados Intensivos se
documento una idéntica duracion de la misma similar tanto en el grupo de virus
respiratorios como en el grupo de la Gripe. Un hecho escasamente analizado
en la literatura ha sido el empleo de antibioterapia en estos pacientes, que en
nuestra experiencia se empled en la mitad de los enfermos con gripe y en

menor proporcidon en aquellos con otra infeccién virica respiratoria.

199
Silvia Rojo Rello




Discusion

En resumen, teniendo en cuenta una unica variable como es la estancia en UCI
podemos concluir que entre los pacientes graves (UCI) del HCUV con un
diagndstico virologico positivo se observd la misma proporcion de infeccidon por
virus de la gripe que por otro virus respiratorio entre aquellos que tenian una

infeccidn virica; no se observaron coinfecciones.

Tal y como se ha expuesto, el estudio observacional retrospectivo realizado en
el otoRo-invierno que siguio al debut de la pandemia hemos podido revisar casi
un centenar de pacientes tratados con oseltamivir, en su mayoria presentaban
un criterio clinico de tratamiento 74/87 y estaban correctamente tratados. Al hilo
de lo expuesto anteriormente destaca que una proporcion importante recibieron
de manera complementaria la administracion de antibi6ticos. Es llamativo el
hecho de que sdlo el 12% de este grupo de pacientes tuviera un diagnostico
virolégico de gripe, que se explica por los problemas inherentes a una correcta
definicion clinico-epidemiolégica de gripe en el contexto de una epidemia
estacional y, de forma particular, en la pasada pandemia. Lo cual enfatiza aun
mas si cabe, la necesidad de optimizar las escalas clinicas de evaluacion de

gripe como se ha sefialado'’.

Esta experiencia supone una llamada de
atencion a la colaboracion interactiva con los profesionales de diversas areas
del centro hospitalario que debieran ser capaces de establecer protocolos de

actuacion conjunta ante futuros eventos epidémicos similares.

Estos datos, nos permitieron concluir que entre todos los pacientes tratados
con Oseltamivir en el HCUV, solo se solicité confirmacién microbiolégica en
tres de cada cuatro y unicamente se confirmé la presencia de virus de la Gripe

en la décima parte de ellos.
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5. ANALISIS DEL CONTROL DE CALIDAD.

La circustancia que nos otorga el hecho de desarrollar nuestra labor
diagndstica en un centro de gripe de la OMS'® ha posibilitado la realizacion de
cuatro controles de calidad a lo largo del periodo de estudio. A tenor de los
resultados obtenidos en los diferentes paneles que coinciden con los de
referencia de la OMS, podemos asumir que nuestra actividad confirma un nivel
de excelencia en la competencia diagndstica. Aspecto que fue decisivo en los
primeros momentos de circulacion del virus ya que gran parte de los casos
ocurridos en Mexico al inicio de la pandemia quedaron sin diagnosticar. Se ha
insistido por distintos autores en la importancia que reviste efectuar un
diagnostico certero tanto en los tipos como en los subtipos de virus gripales169'
'y ello ha alcanzado especial relevancia en las etapas iniciales de la
circulacién del virus pandémico. Nuestra contribucion en la identificacidon
constante tanto de este subtipo como del anteriormente sefnalado como

572173 ' ha sido refrendada por los controles periodicos de

emergente H
referencia obligados para los Centros de Gripe de la red GISRN (Global
Influenza Surveillance and Response Network). Dichos controles ciegos deben
de catalogar otros subtipos H3 y los tipos B e incluyen una o mas muestras
negativas. La puntuacion alcanzada por nuestro laboratorio ha sido la maxima y
la concordancia observada entre las técnicas de deteccion molecular

empleadas por nosotros y la referida por la OMS ha sido absoluta.

De acuerdo al relato previo concluimos que el analisis ciego de cuatro paneles
de Control de Calidad de la OMS recibidos en el Centro de Gripe en el periodo
que abarca el estudio ha permitido confirmar una concordancia del 100% en las
diferentes determinaciones realizadas con el protocolo diagndstico utilizado

durante el periodo pandémico y postpandémico.

Un aspecto adicional es que la construccion y el disefio de los cuatro paneles
consecutivos han permitido evaluar nuestras herramientas diagnosticas en
periodos semestrales fijos que abarcan todo el periodo de estudio. Esto

ademas representa una garantia de buena practica en el laboratorio de
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microbiologia, aspecto éste que ha sido igualmente recomendado por los

organismos de control de calidad de nuestras sociedades cientificas'™* .

Una vision complementaria de lo expuesto reside en el hecho de que nuestra
actividad diagnéstica es de referencia para otros laboratorios del sistema
sanitario y por ello supone una garantia contrastada de calidad para aquellos

que nos confian sus labores de diagnostico.
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El estudio de la infeccion por virus de la Gripe y de otros virus respiratorios en
diversos grupos de interés clinico y sanitario en nuestro medio, asi como la
valoracion de los factores epidemiolégicos y sanitarios asociados, nos ha

permitido obtener las siguientes conclusiones:

1.- El diagnostico de Gripe y de otros virus respiratorios en el periodo
pandémico y postpandémico tuvo su protagonismo en pacientes hospitalizados,
mayoritariamente adolescentes y adultos entre 14 y 65 afios, siendo para
mayores de 65 afios mucho menos frecuente. A pesar de las instrucciones al
respecto, en mas de la mitad de los volantes de peticion no constaba la

patologia ni otros datos relevantes.

2.- El diagnéstico etiologico viral se consiguié en cuatro de cada diez de los
pacientes referidos; correspondiendo en general a infecciones causadas por un
unico virus respiratorio, siendo mayoritarias las debidas al virus de la gripe. Las
coinfecciones se encontraron en un porcentaje muy inferior, aunque no

desdefable, inferior a una por cada diez pacientes.

3.- La tasa de rendimiento diagndstico de todos los virus respiratorios, incluida
la Gripe; fue superior en el primer afio de circulacion del virus pandémico,
probablemente debido a una mejor caracterizacion clinica de las peticiones

diagnésticas.

4.- Durante la primera circulacion pandémica el virus de la Gripe mas
frecuentemente diagnosticado fue la nueva variante de Gripe A H1N1. Los virus
respiratorios fueron mucho menos frecuentes, asi como el virus de la Gripe B y

otros subtipos de A que se diagnosticaron en proporciones minimas.
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5.- Entre los virus respiratorios no gripales diagnosticados, Rino/Enterovirus
destaca por su mayor frecuencia con mas de la mitad de detecciones dentro de
este grupo; seguido de VRS y Parainfluenza. De tal forma que los cinco
grandes virus de infeccidn respiratoria encontrados han sido: virus de la Gripe

(A'y B), Rino/Enterovirus, VRS y Parainfluenza.

6 — Las coinfecciones mas frecuentes incluyeron virus de probada patogenia y
prolongada circulacion epidémica: Rino/Enterovirus y VRS, Rino/Enterovirus y
Gripe A H1N1, Rino/Enterovirus y Bocavirus y por ultimo, Rino/Enterovirus y
Adenovirus. Todas ellas fueron mas frecuentes en nifios que en adolescentes y

adultos.

7.- Los porcentajes de muestras positivas para virus de la Gripe y para otros
virus respiratorios en los pacientes procedentes del HCUV fueron muy
similares, encontrandonos una proporcion de coinfecciones ligeramente inferior

a la media del estudio.

8.- La edad media de los pacientes con Gripe (31,3 afios) resultd ser
significativamente superior a la de los pacientes en los que se detectaron otros
virus respiratorios (25,4 afos). La distribucidn por sexos fue equilibrada entre
ambos grupos. En el HCUV los mismos parametros fueron ligeramente

superiores a los generales.
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9.- Las patologias mas frecuentemente reflejadas en los volantes de peticidn
fueron la bronconeumonia y la expresada de forma genérica como “infeccion
respiratoria”. Los hallazgos virolégicos en estas indicaciones clinicas fueron
ligeramente distintos. En las bronconeumonias predominaron otros virus
respiratorios no gripales mientras que en la “Infeccidn respiratoria®, Gripe y

otros virus respiratorios tuvieron un protagonismo similar.

10.- Entre los pacientes graves del HCUV (UCI) que tenian una infeccion virica
con un diagndstico viroldégico positivo se observd la misma proporcion de
infeccion por virus de la gripe que por otros virus respiratorios y no se

observaron coinfecciones.

11.- El analisis ciego de cuatro paneles de Control de Calidad de la OMS
recibidos en el Centro de Gripe en el periodo que abarca el estudio ha
permitido confirmar una concordancia del 100% en las diferentes
determinaciones realizadas con el protocolo diagndéstico utilizado durante el

periodo pandémico y postpandémico.

12.- Entre todos los pacientes tratados con Oseltamivir en el HCUV, solo se
solicité confirmacion virolologica en tres de cada cuatro y unicamente se

confirmd la presencia de virus de la Gripe en la décima parte de ellos.
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