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RESUMEN

El Laboratorio Nacional de Poliovirus (LNP) coordina la Red Espa-
fiola de Vigilancia de Paralisis Flacida Aguda desde 1998 y caracteriza
los poliovirus (PV) y otros enterovirus detectados, utilizando métodos
de cultivo celular y moleculares.

Durante 1998-2012 se estudiaron por la Red un total de 110.725
(70.046+40.679) muestras clinicas, resultando positivas para enterovi-
rus 8.804 (8%), entre las que 241 se caracterizaron como PV. La carac-
terizacion intratipica demostro que todos los PV eran vacunales excep-
to las muestras correspondientes a un caso importado de poliomielitis
postvacunal y sus contactos, que fueron caracterizados como PV2 deri-
vado de vacuna.

En el LNP se ha realizado el serotipado y la caracterizacion intrati-
pica de todos los PV aislados en Espafia de cualquier sindrome. Con
ello se ha demostrado que el PV salvaje no ha circulado en nuestro pa-
is durante los 15 afios que recoge este trabajo y eso condujo a la firma
del Acta de la “Erradicacion de la Poliomielitis en Espafia” por parte de
la OMS en 2001 y a la “Certificacion de la Erradicacion Europea como
libre de circulacion de PV salvaje”el 21 de junio de 2002 .

En la actualidad s6lo 3 paises presentan transmision endémica de
PV salvaje (Pakistan, Afganistan y Nigeria) y hasta que no se haya con-
seguido la erradicacion a nivel mundial, Espafia debe mantener la in-
fraestructura creada en el Plan de Erradicacion de la Poliomielitis y
continuar con la vigilancia ¢ inmunizacion. También el Programa de
Contencion de los PV salvajes en los laboratorios debe seguir en activo
para evitar reintroducciones accidentales.

Palabras clave: Poliovirus. Poliomielitis. Vacuna antipolio oral.
Vacuna antipolio de virus inactivados.Paralisis flacida aguda.Erradica-
cion de la enfermedad.
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ABSTRACT
Role of the National Poliovirus
Laboratory for theProgram of Eradication
and Poliomyelitis Surveillance

The Spanish acute flaccid paralysis surveillance network is coordinated
by the National Poliovirus Laboratory (NPL), which, since 1998, carries out
polioviruses (PV) and other enteroviruses detected characterization by cell
culture and molecular techniques.

A total of 110,725 (70046+40679) samples were studied between 1998-
2012 and enteroviruses were detected in 8% of these. Among these enterovi-
ruses 241 PV were characterized as PV Sabin-like, except samples belong to
an imported poliomyelitis case, all of which were characterised as vaccine
derived PV type 2.

The NPL has carried out the serotyping and the intratypic differentation of
all the isolated PV in Spain of any syndrome. It is shown that wild PV has not
circulated in our country during the 15 years studied and that has led to the sig-
ning of the Act of the "eradication of poliomyelitis in Spain" by WHO in 2001,
and the "certification of the eradication of wild PV free for European countries
on 21 June 2002.

Currently only 3 countries have endemic transmission of wild PV (Pakis-
tan, Afghanistan and Nigeria). Until a complete worldwide eradication, was
achieved, Spain will actively continue to participate in the maintenance of the
poliomyelitis eradication infrastructure by monitoring and vaccination as well
as the wild PV containment plan to avoid the spread of wild PV.

Key words: Poliovirus. Poliomyelitis. Disease eradication. Poliovirus

vaccine, oral. Poliovirus vaccine, inactivated. Health planning. Public health
surveillance.
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INTRODUCCION

La poliomielitis es una infeccion causa-
da por los Poliovirus (PV) serotipos 1, 2 o
3 [familia Picornaviridae, genero entero-
virus humanos (EV)] que puede afectar
de forma grave al sistema nervioso central,
con la destruccion de las neuronas motoras
de la médula espinal causando una parali-
sis flacida aguda (PFA). Los tres serotipos
pueden provocar paralisis, pero el PV1 lo
hace con mayor frecuencia (la mayoria de
las epidemias que se han producido en to-
do el mundo se deben a él) seguido del
PV3, aunque en menor medida. El tipo 2
esta considerado actualmente como erradi-
cado a nivel mundial. Ademas de los casos
por PV salvajes, la vacuna oral atenuada
trivalente (VPO) puede producir poliomie-
litis aunque de forma muy ocasional. Los
casos relacionados con la vacuna general-
mente son producidos por los tipos 2 0 312,

Existen 2 tipos de vacuna, la vacuna in-
activada (VPI) desarrollada en 1954 por
Jonas Salk y Julius S Youngner, y la ate-

nuada VPO desarrollada por Albert Sabin
en 1957, que consiguid la atenuacion de
los 3 PV por pases sucesivos en cultivos de
rifion de mono y segregacion de las cepas
atenuadas.

En Espafia, el iniciador de los estudios
sobre la epidemiologia de la poliomielitis
con base de laboratorio virologico fue Flo-
rencio Pérez Gallardo®. Entre 1962 y 1965
realizo los estudios epidemioldgicos, viro-
logicos, e inmunologicos de la enfermedad
en Espafia* con un grupo de colaboradores.
Asimismo, Pérez Gallardo fue el promotor
de las campaiias de vacunacion en nuestro
pais, con un estudio piloto en 2 provincias
que comenzd en mayo de 1963°. En aquel
momento se escogio la VPO de Sabin fren-
te a la VPI por su bajo coste, por su facili-
dad de administracion y por producir in-
munidad de grupo. Estas campaiias dieron
como resultado una caida espectacular de
la incidencia de la polio en nuestro pais,
pasando de 2.000 casos anuales en 1962 a
30 casos en 1976, como se puede observar
en la figura 1. Fue en 1976, cuando ya

Figura 1
Situacién en Espaifia, antes y después de la introduccion
de la vacuna antipoliomielitica oral atenuada (VPO)
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existia el Centro Nacional de Microbiolo-
gia, Virologia e Inmunologia Sanitarias,
hoy Centro Nacional de Microbiologia del
Instituto de Salud Carlos III, cuando As-
cension Bernal realizo los estudios sobre
epidemiologia molecular del virus de la
polio en Espaiia, con la evolucion de la po-
liomielitis desde 1976 a 1984°, Parte de es-
tos estudios se reflejan en la figura 2.

En mayo de 1988, durante la reunion
anual de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) en Ginebra, se disefid un
plan para conseguir la erradicacion de la
poliomielitis en el mundo. Sus actuaciones
fueron las siguientes: a) Implantacion de
un sistema de vigilancia eficaz de la PFA
en menores de 15 aflos, para demostrar la
interrupcion de la circulacion de PV salva-
je; b) Alcance y mantenimiento alto de co-
berturas de vacunacioén; c) Organizacion
de un sistema de vigilancia ambiental de

EV; d) Realizacion de estudios seroepide-
miologicos que valorasen el estado inmu-
nitario de la poblacion frente al virus de la
poliomielitis y, por ultimo, e¢) La busqueda
y control de PV salvajes almacenados en
los laboratorios. En 1990, durante la Ter-
cera Reunion del Grupo Consultivo de
Erradicacion de la Poliomielitis se fijaron
los Criterios para declarar a un pais libre
de poliomielitis indigena’.

En la actualidad, solo 3 paises presentan
transmision endémica de PV salvaje (Pa-
kistan, Afganistan y Nigeria), donde la en-
fermedad afecta a los nifios principalmente
durante el primer afio de vida'®.

La vigilancia de la poliomielitis en Es-
pafia se realiza desde comienzos del siglo
XX, los ultimos casos autoctonos se decla-
raron en el brote de Andalucia en 1987-
1988, en una poblacion marginal no vacu-

Figura 2
Caracterizacion intratipica y distribucién por serotipo de casos de poliomielitis
afio, 1982,1983 y 1984
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nada y en 1989 se declar6 el altimo caso
de poliomielitis importado producido por
un virus polio salvaje. Pero fue en 1997
cuando en Espafna el Ministerio de Sani-
dad y Consumo elabor6 el “Plan de ac-
tuaciones necesarias para la consecucion
del certificado de erradicacion de la po-
liomielitis™"!, con los siguientes objeti-
vos: a) Alcanzar y mantener altas cobertu-
ras de inmunizacion, b) Implantar y
mantener sistemas eficaces de vigilancia
de las infecciones por PV y otros EV, ¢)
Reducir al minimo el riego de transmision
de virus polio de importacion y d) Tomar
medidas especiales en el caso de detectar-
se un PV de importacion. Finalmente, en
1998 se implementd el Primer Plan de
Erradicacion de la Poliomielitis en Espa-
fia (PEP). Para llevarlo a cabo dicho plan
se establecid un grupo de trabajo del PEP
y se cred un flujo de trabajo y comunica-
cion (figura 3). Para ello se design¢ al la-
boratorio de EV del Centro Nacional de
Microbiologia del Instituto de Salud Car-

los IIT como Laboratorio Nacional de Po-
liovirus (LNP) en Espaia ante la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS).

Desde aquel momento hasta nuestros
dias, el LNP es el responsable de la vigi-
lancia de PFA en menores de 15 afios y de
otros EV, con el objeto de confirmar la
ausencia de PV salvaje en nuestro pais

Este trabajo presenta un resumen de
los datos del LNP durante los 15 afios de
la existencia del PEP.

MATERIALES Y METODOS

En 1997 la OMS acredito al laboratorio
de enterovirus del CNM como LNP en
Espana, el programa de acreditacion in-
cluyo controles de calidad, revision de
procedimientos y uso de indicadores es-
tandares, el laboratorio ha sido acreditado
cada afio.

Figura 3
Esquema de coordinacion en Espaia de la vigilancia de Paralisis Flacida Aguda y de
enterovirus.
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- Vigilancia del Plan de Erradicacion de
la Poliomielitis en Espafia. En 1998 se
constituyé la Red de Laboratorios para el
Plan de Erradicacion de la Poliomielitis de
Vigilancia de PFA (RLPEP). Estaba consti-
tuida por 9 laboratorios distribuidos por to-
do el territorio nacional y coordinada por el
LNP 12 Desde 1999 hasta la actualidad,
los sistemas de vigilancia se han visto re-
forzados por los datos de aislamientos y de-
teccion de EV en otros sindromes respirato-
rios o neuroldgicos, principalmente los
aislamientos procedentes de brotes de me-
ningitis aséptica aportados por la red al
LNP.

- Entre las responsabilidades del LNP se
encuentran las de analizar todos los datos
recibidos y caracterizar los aislados que,
atendiendo a las recomendaciones de la
OMS (apartado 5.2 del Documento
EUR/ICP/CMDS 030113), utiliza tanto los
métodos tradicionales como nuevos méto-
dos moleculares que permiten (i) la confir-
macion de resultados y (ii) la deteccion y
caracterizaciéon de PV y otros EV, incluso
en muestras con cantidades que no son de-
tectables por los tradicionales cultivos celu-
lares, mediante las siguientes técnicas:

a. Serotipado de los EV no polio, me-
diante técnicas de microneutralizacion
usando las mezclas de antisueros de Mel-
nick y/o tipificacion molecular mediante la
amplificacion, secuenciacion y estudio del
extremo 3 del gen VP1'314,

b. Serotipado de los PV mediante neu-
tralizacion con antisueros policlonales
combinados en cuatro grupos para identifi-
car las mezclas de PV (RIVM pools, Natio-
nal Institute of Public Health and the Envi-
ronment, Paises Bajos).

c¢. Caracterizacion intratipica de PV para
diferenciar las cepas vacunales de las salva-
jes mediante la retrotanscripcion seguida de
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) especifica para PV vacunal'>.
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d. Técnicas complementarias en caso
de deteccion de PV vacunales asociados
a paralisis, como son la determinacion
de la carga viral y la secuenciacién com-
pleta del genoma con el objetivo de
identificar: a) PV derivados de vacuna,
con una homologia en el gen VP1 menor
del 99% con respecto a la cepa vacunal,
b) mutaciones en la region 5’ no-codifi-
cante o en otras regiones del genoma
asociadas a neurovirulencia'® y c) re-
combinacion',

Ademas en el LNP se realiza una vigi-
lancia ambiental suplementaria, median-
te el estudio de muestras de agua potable
y agua residual en varios puntos de
muestreo de la Comunidad de Madrid,
por lo que el sistema de implementacion
se encuentra disponible en caso necesa-
rio.

Todos estos aspectos engloban la vi-
gilancia recomendada por la OMS

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se pue-
den diferenciar dos etapas, la primera de
1998 a 2005, corresponderia a los afios
donde habia circulacion de PV vacuna-
les en nuestro pais, y la segunda de 2006
a 2012, en la que ya no existe la circula-
cion de PV.

En la tabla 1 se pueden observar las
muestras estudiadas en la 1? etapa. El to-
tal de muestras fue de 70.046 con un to-
tal de 5.922 aislamientos de EV, lo que
representa un rendimiento del 8,5%. El
afio en el cual se estudiaron mayor nua-
mero de muestras fue el 2000, corres-
pondiente a un afo epidémico con gran
numero de casos de meningitis, los afios
con mayor rendimiento de EV fueron
2000 y 2001.

El total de muestras estudiadas en cul-
tivos celulares en el segundo periodo
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Tabla 1
Muestras estudiadas en cultivos celula-
res por la Red de laboratorios: aisla-
mientos de enterovirus (EV) y Poliovirus
(PV) obtenidos. Periodo 1998-2005
(circulacion de PVs vacunal)

j Muestras
ANO | estudia- | EV | PV |Rendimiento (%)
das
1998 9.588 368 9 38
1999 8113 601 10 7.4
2000 11.383 | 1.590 | 16 13,9
2001 8.573 | 1.132 | 58 13,2
2002 8.583 784 | 52 6,7
2003 8.293 519 | 51 6,2
2004 8.181 421 12 5,1
2005 7.332 507 16 6,9
total 70.046 |5.922| 224 8,5

fue de 40.679, de las cuales 2.882 fue-
ron positivas a EV (7,1%) (tabla 2).

Todas las muestras estudiadas proce-
dian de casos de PFA o con otros sindro-
mes compatibles con una infeccion por
EV. El total de casos de PFA declarados
en los 15 afios fue de 570 (figura 4).

Tabla 2
Muestras estudiadas en cultivos celulares
por la Red de laboratorios: aislamientos
de enterovirus (EV) y Poliovirus (PV) ob-
tenidos. Periodo 2006-2012
(no circulacién de PV vacunal)

ARO el\s/:l‘izis;rda:s EV PF;B;D Rendimiento (%)
2006 | 8274 | 783 | 3 9.5
2007 | 8084 [s32] o 6.6
2008 | 6063 [425]| 0 7.0
2000 | 5073 |264] 0 52
2010 | 4611 275 0 6.0
2011 | 5032 |266] 0 5.3
2012 | 3542 337 0 9,5
total | 40679 |2.882] 3 71
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Figura 4
Numero de casos de Paralisis Flacida
Aguda declarados por afio

Afo 2012 E—/————1] 23

Afio 2011 E———1 34
U Relt) [V Ry e——
Afio 2000 /3 21

Afio 2008 —————1 35
Afio 2007 E———1 37

Afio 2006 [ ] 41
Afio 2005 [ ] 44
Afo 2004 [ ] 43
Afio 2003 [ ] 44
Afio 2002 E———————— 37
Afio 2001 [ 1 45
Afio 2000 [ ] 48
Afio 1999 [ ] 41
Afio 1998 [ 1 46
(1] 20 40 60

Tipificacién y caracterizacion intra-
tipica de PV

En la tabla 3 se representan todos los
PV aislados por los laboratorios de la
LRPEP en los 8 primeros afios de la vi-
gilancia, tanto de casos de PFA como de
otros sindromes. En los primeros meses
de 2004 se aislaron los ultimos PV ca-
racterizados como Sabin Like (7 PV1 y
3 PV2), provenientes de otros sindromes
distintos de PFA.

En el afio 2005 y 2006, todos los PV
aislados (16, y 3) respectivamente co-
rrespondieron a un caso de PFA en un
nifio marroqui de 14 meses de edad con
inmunodeficiencia HLA II, que presen-
taba un cuadro de tetraparesia. El nifio
residio en Marruecos hasta los 6 meses
de vida y alli recibi6 dos dosis de vacu-
na antipliomielitica oral atenuada a los 2
y 4 meses. Los aislados se obtuvieron de
10 muestras de heces consecutivas del
nifio y de tres de sus contactos. El estu-
dio virologico del caso por técnicas mo-
leculares y de cultivos celulares demos-
tr6 un PV2 caracterizandose como
derivado de vacuna (iVDPV) al tener
una homologia en VP1 menor del 99%

Rev Esp Salud Publica 2013, Vol. 87, N.° 5
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Tabla 3
Poliovirus (PV) detectados en casos de
PFA y otros sindromes, distribuidos por
serotipo y afio (afios 1998-2005)

ANO|  Sindorme PVlPVZPV3NdeaTg?
PFA caso 010]0 0 0

1998 | PFA caso 1fo]1 0 2
Otros sindromes | 7 | 0 | O 0 7
PFA caso 21012 0 4

1999 | PFA caso 010710 0 0
Otros sindromes | 4 | 1 | 1 0 6
PFA caso 010]0 0 0

2000 | PFA caso 010]0 0 0
Otros sindromes | 5 | 9 | O 2 16
PFA caso 01410 0 4

2001 | PFA caso 001 1 2
Otros sindromes | 26 | 18 | 5 3 52
PFA caso 010]0 0

2002 | PFA caso 01010 0
Otros sindromes | 25 | 17 | 6 2 50
PFA caso 01010 0

2003 | PFA caso 010710 0
Otros sindromes | 24 | 9 | 8 10 51
PFA caso 01010 0

2004 | PFA caso 210710 0
Otros sindromes | 7 | 3 | 0 0 10
PFA caso 01910 0

2005 | PFA caso 01710 0
Otros sindromes | 0 | 0 | O 0

total serotipos 105177124 18 224

respecto a la cepa vacunal, también se
encontraron en todas las muestras positi-
vas (caso y contactos) dos sitios no con-
tiguos de recombinacion con PV1 tipo
Sabin en la zona no estructural del geno-
ma'’,

Desde el afio 2007 no se ha detectado
ningun PV, dato que estd en concordan-
cia con el uso de la vacuna inactivada,
que esta incluida en el calendario vacu-
nal en todo el territorio nacional desde
2004.

Rev Esp Salud Publica 2013, Vol. 87, N.°5

Figura 5
Distribucién de poliovirus por serotipo
en 15 afios de estudio (1998-2012)

N=241PV
o Mezclas
Poliovirus 3 7%
10%
Poliovirus 2

34%

Otros 14 PV fueron aislados en la pri-
mera etapa por laboratorios no pertene-
cientes a la LRPEP. Por lo que el total
de PV aislados durante los 15 afios fue
de 241. El 49% se aislaron de heces y el
51% de exudados faringeos. El1 33% de pa-
cientes con sindromes respiratorios y el
26% en pacientes con fiebre. E1 80% co-
rrespondid a nifios menores de 1 afio. En
todos los casos los PV se caracterizaron
como vacunales excepto en el caso proce-
dente de Marruecos. En la figura 5 se re-
presenta la distribucion de estos 241 PV
por serotipos.

DISCUSION

Espaiia se encuentra libre de poliomieli-
tis desde que se notificaron los tltimos ca-
sos autdctonos ocurridos en un brote en
Andalucia en 1987 y 1988 el cual afecto a
poblacién marginal no vacunada. En 1989
se produjo un caso importado de Maurita-
nia. Los ultimos casos de poliomielitis
asociados a la vacuna VPO se produjeron
entre 1995 y 2001 en Barcelona, Murcia y
Bilbao y en 2005 en un lactante inmunode-
primido de 6 meses que habia recibido la
VPO en su pais de origen (Marruecos) se
caracterizo un PV derivado de vacuna'’.

En el LNP se ha realizado el serotipado
y la caracterizacion intratipica de todos los
PV aislados en Espafa de cualquier sin-
drome, con ello se ha confirmado que el
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PV salvaje no ha circulado en nuestro pais
durante los 15 afios que recoge este
trabajo'®!°, lo que ha conducido a la firma
del Acta de la “Erradicacion de la Polio-
mielitis en Espana” por parte de la OMS en
2001, y el 21 de junio de 2002 a la “Certifi-
cacion de la Erradicacion Europea como li-
bre de circulacion de PV salvaje”. En nues-
tro pais es dificil mantener la sensibilidad
del sistema de vigilancia de PFA dada la
ausencia de casos de PV salvaje desde
1988, lo que puede hacer creer que ya no
hay riesgo de poliomielitis. Sin embargo,
mientras no sea erradicada a nivel mundial,
existe un riesgo de importacion de PV que
no se puede menospreciar. Espafia es un
pais que puede ser considerado de riesgo
para la importacion por el flujo constante
de personas a través de las fronteras, el au-
mento creciente de poblacion inmigrante
procedente de paises con diferentes niveles
de cobertura vacunal, asi como el aumento
de situaciones que favorecen el desarrollo
de la enfermedad (inmunodeficiencias),
puesto que en nuestro pais en junio de
2004 se cambio la politica de vacunacion
pasando de VPO a VPI, cualquier aisla-
miento de PV debe ser considerado como
sospechoso de ser un PV salvaje o derivado
de vacuna y ser caracterizado en profundi-
dad como asi ocurrid con el caso del 2005.
En este caso gracias a las altas coberturas
de vacunacion y al correcto funcionamien-
to de la red de vigilancia se pudo controlar
el caso y no se propagd a la comunidad

Los tres objetivos principales para con-
servar la certificacién en Espafia son: 1°)
mantener las coberturas de vacunacion por
encima del 90%; 2°) mantener activo un
sistema de vigilancia con una alta sensibili-
dad y 3°) asegurar una adecuada conten-
cion de PV salvaje en los laboratorios. En
estos dos tltimos objetivos ha estado direc-
tamente implicado el LNP durante los ulti-
mos 16 afios?’. Estos objetivos deben se-
guir cumpliéndose hasta que se haya
conseguido la erradicacion a nivel mun-
dial. Hoy en dia, solo 3 paises presentan
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transmision endémica de PV salvaje (Pa-
kistan, Afganistan y Nigeria), en los ulti-
mos aflos se estan produciendo brotes acti-
vos importantes en paises no-endémicos,
como el declarado este mismo afio 2013 en
los paises del cuerno de Africa producido
por PV1 salvaje con casi 200 casos repor-
tados hasta septiembre (Somalia 174, Ke-
nia 14, Etiopia 3, Sudéan del sur 3)!°. Para
conseguir finalmente la erradicacion de la
poliomielitis en el mundo y su manteni-
miento posterior se necesita no sélo vacu-
nar con eficacia y rapidez sino disefiar y
aplicar todas aquellas herramientas que el
actual conocimiento cientifico nos permite
asi como perseverar.
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