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l.1. LA GRIPE. CONCEPTOS GENERALES

La gripe es una enfermedad infecciosa causada por los virus de la familia
Orthomyxoviridae que incluye los géneros Influenza A, B y C. Desde el punto de
vista epidemioldgico, los virus del tipo A son los principales causantes de las
epidemias anuales de gripe, mientras que los del tipo B suelen dar lugar a brotes
epidémicos mas localizados. El virus de la gripe C, aunque esta poco estudiado,
parece tener un comportamiento endémico, produciendo casos esporadicos de
enfermedad leve.

El virus de la gripe A infecta, ademas de al hombre, a multiples mamiferos
terrestres (cerdos, caballos) y marinos (focas y ballenas), aves domésticas
(pollos, patos y pavos) y salvajes (patos, ansares y gaviotas), siendo en estos
ultimos donde se encuentra su principal reservorio (Rodriguez, 1998; Pérez y
Casas, 2004). El virus de la gripe B infecta s6lo a humanos, aunque
recientemente se ha aislado de otros mamiferos (focas) (Osterhaus y cols,
2000); el virus de la gripe C afecta a humanos y cerdos.

El término “Influenza” proviene del latin “Influencia”, y se utilizé en el siglo
XV para designar epidemias atribuidas a la influencia de estrellas, planetas o
poderes ocultos; los autores ingleses acufiaron el término “Influenza” en el siglo
XVII. En Francia, por la misma época, prefirieron el nombre de “grippe”, del que
deriva el nombre en espafiol, en clara referencia al componente catarral de la
enfermedad.

La era moderna del conocimiento del virus de la gripe fue “iniciada” por
Smith y cols. que aislaron el virus de la gripe A en hurones. El virus de la gripe B
fue aislado por Francis Jr. en 1939 y el virus de la gripe C por Taylor RM. en 1950
(Ritchey vy cols, 1976).

Desde el punto de vista clinico, la gripe es una enfermedad generalmente
autolimitada, que afecta a la poblacion general y cuya morbi-mortalidad es
especialmente importante en ciertos grupos de poblacibn denominados de
“riesgo” (mayores de 65 afios y personas con patologias de base), aunque su
distribucién es universal y puede afectar a personas de todas las edades.
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Anualmente, en la época invernal (generalmente de Diciembre a Abril en
nuestro medio) aparecen epidemias de gravedad variable, durante las cuales la
tasa de ataque pueden ser del 10-20% en la poblacién general, y ain mayor en
determinados grupos de edad, especialmente en nifios (Neuzil y cols, 2000); esto
se traduce en un incremento en el nimero de personas atendidas en centros
sanitarios por infecciones respiratorias agudas. Durante estas epidemias se
observa un incremento de la mortalidad global que puede ser atribuible a
complicaciones debidas a la gripe, aunque el nimero de muertes que provoca la
enfermedad es dificil de estimar porque muchas de ellas se asocian a sus
complicaciones y no quedan debidamente certificadas (Thompson y cols, 2003).
Ademas, la infeccién por el virus de la gripe puede producir sindromes clinicos
indistinguibles de los producidos por otros virus respiratorios, asi como, otros virus
respiratorios pueden dar manifestaciones clinicas parecidas a las producidas por
el virus de la gripe (Navarro y cols, 2005; Ohmit y Monto, 2006).

Su naturaleza epidémica y la morbilidad y mortalidad que pueden derivarse
de sus complicaciones, unidos al impacto econémico que se produce en la
comunidad durante las epidemias de gripe, justifican los continuos esfuerzos para

prevenir y controlar esta enfermedad (Treanor, 2005).

|.2. CARACTERISTICAS FUNDAMENTALES DEL VIRUS
DE LA GRIPE

Los virus de la gripe pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Dentro de
los virus de la gripe se distinguen tres géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B
e Influenzavirus C, basados en las diferencias antigénicas en dos de las proteinas
estructurales principales de estos virus, la nucleoproteina (NP) y la proteina de
matriz (M). El virus de la gripe A se clasifica en subtipos segun las diferencias en
sus glicoproteinas de membrana, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) .
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[.2.1. ESTRUCTURA

Los virus de la gripe tienen un diametro de 80 a 120 nm, son envueltos y
con proyecciones superficiales. Las cepas recién aisladas son pleomdrficas, pero
adoptan formas esféricas tras varios pases en el laboratorio (Treanor, 2005).

La envoltura que los rodea es una bicapa lipidica cuyo origen es la
membrana celular de la célula huésped; en su superficie interna esta la proteina
de matriz M1, que tiene funcion estructural ya que estd producida para dar
estabilidad al virién. Es la proteina mas abundante del virus.

Mas internamente en la estructura, atravesando la envoltura y a modo de
proyecciones se disponen dos glicoproteinas: hemaglutinina (HA) vy
neuraminidasa (NA) en los virus A y B. El virus de la gripe C sélo tiene una
proteina con actividad hemaglutinina y esterasa (HE) (Wright P y Webster,
2001). Otra proteina que se encuentra atravesando la envoltura es la proteina de
matriz M2, que forma un canal iénico y sélo se encuentra en el virus A; el virus B
tiene otra proteina (NB) que parece tener una funcion similar.

La nucleocapside estd formada por un solo tipo de proteina, la
nucleoproteina (NP) y por 8 segmentos de ARN de cadena Unica y sentido
negativo en los virus de la gripe A y B. La nucleocapside del virus de la gripe C
contiene 7 segmentos de ARN (Treanor, 2005). Ademas existen 3 proteinas con
actividad polimerasa: PB1, PB2 y PA que se encuentran asociadas al ARN y a la
NP formando un complejo de replicacién. Las proteinas PB1 y PB2 estan
implicadas en la transcripcion del ARNmy la PA en la replicaciéon del ARN viral.

También se han descrito 2 proteinas no estructurales que son encontradas
en las células infectadas y cuya funcion no se conoce aun suficientemente, son
NS1 y NS2. Todas estas proteinas son codificadas por los ocho segmentos de
ARN. Igualmente se ha descrito una nueva proteina (Chen y cols, 2001),
denominada PB1-F2, que parece estar codificada por el gen PB1 y tiene algunas
caracteristicas particulares que la diferencian del resto de las proteinas, que son:
su ausencia en algunas cepas gripales de origen animal (particularmente en
cerdos), expresion variable en células infectadas individuales y localizacion

mitocondrial. Esta proteina parece desempefiar un papel importante en la
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severidad de la enfermedad por parte de algunas cepas gripales, como la
implicada en la pandemia de 1918-1919 (Krug, 2006).

Monocapa lipidica

i NA {Neuraminidasa)

4 HA (Hemaglutinina)

- M
— e ’
M, (Canal ionico)

M1 (Proteina Matriz)

NS1, NS2

Proteinas no estructurales

PB1,PB2, PA
(Polimerasas) NP (Mucleoproteina)

Las dos proteinas mas importantes del virus desde el punto de vista de la

infectividad, antigenicidad e inmunidad, son la hemaglutinina y la neuraminidasa:

HEMAGLUTININA (HA):

El segmento 4 de ARN codifica la proteina HA, llamada asi por su
capacidad para aglutinar hematies. Es la responsable de la unién con el receptor
de la célula huésped e interviene en la fusién y penetracién del virus dentro de la
célula. Es uno de los principales antigenos del virus y se encuentra en la
superficie de las células infectadas, siendo desencadenante fundamental de la
produccién de anticuerpos neutralizantes. Es la proteina mas frecuentemente
involucrada en la variacion antigénica (Reina, 2002). Es sintetizada como un
anico polipéptido, pero la HA funcional existe como un homotrimero. Cuando se
une a los receptores celulares, debe ser hidrolizada en HA1 y HA2 para permitir la
fusion y posterior entrada del virus. Esta hidrélisis es llevada a cabo por proteasas
celulares. La HA se une a receptores de &cido sialico especificos de especie: en
el hombre, acido N-acetilneuraminico unido a galactosa mediante enlaces tipo
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a2,6, mientras que en aves y equinos son fundamentalmente de tipo a 2,3 (Lamb
y krug, 1996; Malakhov y cols, 2006). La proteina tiene un extremo hidréfobo y
un extremo hidréfilo y posee varios determinantes antigénicos, algunos son
comunes para los subtipos y otros son especificos de especie. Los anticuerpos
dirigidos frente a HA son neutralizantes y por lo tanto tienen un papel crucial en la
proteccion frente a la infeccion. Variaciones en la molécula de HA permiten al

virus evadir la inmunidad preexistente.

Actualmente en el virus de la gripe A hay descritas 16 clases de HA que se
denominan de H1 a H16. En humanos se han descrito s6lo unas pocas HAs,
fundamentalmente H1, H2 y H3 y ocasionalmente H5, H7 y H9. La HA 16 es la de
mas reciente identificacion y se ha constatado en gaviotas de cabeza negra en
Suecia (Fouchier y cols, 2005).

NEURAMINIDASA (NA):

La glicoproteina NA es codificada por el segmento 6 del genoma y se
encuentra atravesando la envoltura viral al igual que la HA en forma de
homotetramero. Es también un antigeno importante del virus de la gripe y
contiene determinantes antigénicos comunes para cada subtipo y especificos de
cepa. La NA es una enzima que hidroliza las uniones a-cetdsido entre un acido
sidlico terminal y una D-galactosa o D-galactosamina adyacentes. Las principales
funciones de la proteina NA son la eliminacion de los residuos de acido sialico de
la HA y superficie celular favoreciendo la liberacion de las particulas virales y su
propagacion y expansion a otras células. También participa en el transporte del
virus a través de la mucina presente en el tracto respiratorio permitiendo la
llegada del virus a la superficie de las células epiteliales del tracto respiratorio
superior (Hausmann y cols, 1995; Kobasa y cols, 1997).

Actualmente en el virus de la gripe A se conocen 9 clases de NA diferentes,
gue se denominan de N1 a N9, de las cuales N1, N2 y ocasionalmente N7, se han
descrito en humanos. Al igual que la HA y otras proteinas virales, la NA parece
desempefiar un papel importante en la “discriminacion” del hospedador (Wright y
Webster, 2001).
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En aves salvajes, sobre todo patos, es donde se han encontrado
practicamente todas las combinaciones posibles de las 16 HA y las 9 NA
(Rodriguez, 1998; Pérez y Casas, 2004).

Estas glicoproteinas de superficie son fundamentales en la produccién de
las epidemias anuales y las pandemias.

1.2.1.1. VARIACIONES MENORES DEL VIRUS DE LA GRIPE (“DRIFT”): GRIPE
ESTACIONAL

Las epidemias anuales de gripe se producen como consecuencia de
pequefas variaciones en estas glicoproteinas de superficie (HA y NA): “drift” o
“deriva antigénica”. Estos pequefios cambios son los responsables de la
necesidad de revisar y cambiar, en caso necesario, la composicion antigénica de
las vacunas antigripales de cada nueva temporada invernal. La deriva antigénica
ocurre por acumulacion de una serie de mutaciones puntuales resultante de la
sustitucion de un aminoacido en los lugares antigénicos A a E de la regién distal
de la molécula de la hemaglutinina. Esta sustitucion impide la funcién de los
anticuerpos inducidos por infecciones previas. Entonces, debido a que los
anticuerpos generados por la exposicibn a cepas previas no neutralizan las
variantes antigénicas de forma efectiva, se produce una seleccién inmunolégica y
la suplantacion de la cepa variante por la cepa previa y el virus puede infectar al
huésped. Se trata de cambios relativamente pequefios que se producen con
frecuencia (cada afo o cada pocos afos) en un subtipo del virus de la gripe. En el
caso del virus de la gripe A de humanos y otros mamiferos, el sistema
inmunoldgico juega un papel importante en la seleccidon de mutantes, mientras
gue en el virus de la gripe A en especies de aves y virus de la gripe By C, la
seleccion de mutantes no tiene un papel tan importante en la emergencia de
derivas antigénicas (Wright P y Webster, 2001).

El virus de la gripe es, de entre los principales virus respiratorios el que
tiene mas capacidad para sufrir cambios antigénicos. Esta variacién antigénica es
frecuente en el virus de la gripe A, pero ocurre con menos frecuencia en el virus

de la gripe B y no se ha asociado al virus C (Treanor, 2005).
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En los climas templados en cualquier hemisferio, las epidemias de gripe
ocurren casi exclusivamente en los meses de invierno (generalmente de Octubre
a Abril en el hemisferio norte y de Mayo a Septiembre en el hemisferio sur),
mientras que en los Tropicos puede suceder a lo largo de todo el afio. Las
epidemias en el hemisferio sur pueden predecir el tipo de virus que acontecera en
el hemisferio norte el siguiente invierno (Treanor, 2005).

Las razones para el seguimiento de este patron estacional de las
epidemias de gripe no estan claras. Parece estar relacionado con la
reintroduccion de los virus en cada estacion, condiciones ambientales para la
supervivencia del virus y cambios de conducta que favorezcan o incrementen la

transmision del virus (hacinamiento, escuelas)... (Hayden y Palese, 1997).

.2.1.2. VARIACIONES MAYORES DEL VIRUS DE LA GRIPE (“SHIFT”): GRIPE
PANDEMICA

Las pandemias de gripe se deben a la aparicion de una cepa
antigénicamente nueva (“shift”), es decir con una HA y/o NA perteneciente a un
subtipo previamente no detectado en humanos, para los cuales la especie
humana no tiene inmunidad.

A lo largo de los siglos siglo XX-XXI se han producido pandemias gripales,
todas ellas causadas por el virus de la gripe A, correspondiéndose con la
aparicion de los subtipos HIN1 (1918, gripe espafiola), H2N2 (1957, gripe
asiatica) y H3N2 (1968, gripe de Hong Kong). La primera pandemia del siglo XXI
ha tenido lugar en 2009 por una variante del subtipo HIN1 [A(H1N1)v] (CDC,
20009).

Las pandemias se consideran actualmente debidas a la emergencia de
nuevos virus gripales. El principal mecanismo biolégico responsable de este
fendmeno ha sido el intercambio de genes entre cepas humanas y animales o
entre cepas animales (especialmente porcinas y aviares) y su transmision a la
especie humana (cruce de la barrera interespecie) (Shortridge, 1995, Kuiken y
cols, 2006).

La mayor pandemia que se recuerda histéricamente fue la ocurrida en

1918-1919 ya que murieron mas de 20 millones de personas (tasa de mortalidad
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>2,5%). Las secuencias del gen de la HA del virus de la gripe del 1918 parecen
claramente relacionadas con las cepas del virus gripal del cerdo. Todos los
analisis filogenéticos sugieren un antepasado comun aviar para ambos linajes
humano y porcino (Taubenberger y cols, 1997; Wright y Webster, 2001;
Belshe, 2005; Taubenberger y cols, 2005).

Aunque el virus de la gripe podria permanecer latente en el huésped
humano y causar una pandemia afios mas tarde, la nocion de que el virus
pandémico surja de un reservorio animal es mas admisible (Shortridge, 1995;
Yuen y cols, 1998; Pérez y Casas, 2004). Desde 1998, se ha podido constatar la
posibilidad de que el ser humano se infecte de forma directa a partir de las aves
sin precisar de un periodo de adaptacién en el cerdo; ejemplo de ello fue el brote
por virus aviar H5N1 en poblacion humana de Hong Kong en 1997 y sureste
asiatico desde 2003 y los casos debido a virus aviar HON2 en China (1999) o
H7N1 en Europa o Canada (2003-2004).

En estos cambios antigénicos mayores, responsables del origen de las
pandemias de gripe, se observan caracteristicas comunes: su aparicion brusca y
gue son antigénicamente distintos de los virus gripales que circularon en humanos

hasta el momento.

Existen varias hipoOtesis para explicar estas variaciones mayores y el

posible salto de la barrera interespecie por el virus de la gripe:

1- REORDENAMIENTO 0 REAGRUPAMIENTO GENETICO

Este hecho viene favorecido porque el virus tiene un genoma segmentado
y porque los virus gripales A mantienen un amplio reservorio de diversidad
genética en animales (Treanor, 2005).

Existen estudios que avalan que en 1957 y 1968 las cepas surgieron por
“reagrupamiento” genético; asi, el analisis extenso de secuencias significativas de
estas cepas demuestran la similitud en los segmentos de los genes de la HA, NA
y PB1 del virus pandémico H2N2 y los virus aviares, y entre los segmentos de los
genes H3 y PB1 del virus pandémico H3N2 y los virus aviares, que sugieren que
en algunas circunstancias, un nuevo virus pandémico surge por intercambio de

genes (“reordenamiento”) entre, virus aviares, los cuales proporcionan una nueva
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glicoproteica de superficie, y los virus humanos, que proporcionarian los genes
gue permitirdn una replicacion eficiente.

El reordenamiento es facilitado por la presencia de una tercera especie que
es susceptible de infeccién con ambos, virus aviares y virus humanos, y el cerdo
reune todos estos requisitos ya que el epitelio del cerdo presenta receptores tanto
para los virus aviares como para los humanos. Esto explicaria el hecho de que las
pandemias a menudo surgen en areas geogréaficas donde los humanos, cerdos y
aves acudticas viven en estrecha proximidad (Suarez y cols, 1998; Yuen, 1998;
Hayden y Palese, 1997; Treanor, 2005).

En el caso del virus responsable de la actual pandemia, A(H1N1)v, el
analisis filogenético de los diferentes fragmentos genémicos del virus muestra un
cuadruple origen. En una fase final parece haberse producido una modificacion
del virus porcino AH1N1 “tri-reasortante” (linaje clasico porcino norteamericano,
linaje aviar norteamericano y linaje humano H3N2) que habia emergido en
Norteamérica en los afios noventa, y que ha sustituido los segmentos
correspondientes a los genes de la proteina matriz (M) y de la neuraminidasa
(NA) por los del virus porcino AH1IN1 de linaje euroasiatico (Dawood y cols,
2009; Garteny cols, 2009).
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2- TRANSMISION DIRECTA

Otro mecanismo por el cual podria surgir un nuevo virus pandémico en la
poblacion humana, seria la transmision directa a humanos sin intermediario. La
mayor parte de estas transmisiones interespecie “no prosperan” porque los virus
tienen poca capacidad para ser transmitidos secundariamente a contactos

humanos y asi iniciar una pandemia.

La infeccion humana directa por una cepa de origen animal sin
reagrupamiento génico se ha considerado clasicamente un hecho poco probable.
No obstante, en Agosto de 1997, la OMS confirmé la identificacién de un virus A
(H5N1) aislado en Hong Kong de muestras respiratorias de un nifio fallecido con
un cuadro gripal y sindrome de Reye. Posteriormente se produjeron mas casos
hasta llegar a un total de 18 casos confirmados de infeccion humana por virus
H5N1 (6 de los cuales fallecieron) a finales de enero de 1998 (Subbarao y cols,
1998). Desde el punto de vista virologico, la hemaglutinina H5 que presenta el
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virus es de origen aviar, no aislada previamente en humanos. El analisis
filogenético demuestra, que los 8 segmentos gendmicos de este virus son de
origen aviar, sin ninguna evidencia de reagrupamiento con virus humanos o de
otros mamiferos. La caracterizacion genética de los virus aislados de humanos,
pollos y otras especies aviares en los alrededores de Hong Kong demuestra un
origen comun de los virus H5NL1.

Posteriormente, en 1999 fueron descritos 2 casos de infeccion humana por
virus gripal HON2 de origen aviar en Hong Kong (Peiris y cols, 1999) y 5 casos
en China causados por el mismo subtipo. En Holanda en febrero de 2003 fue
descrito un brote de virus gripal A H7N7 con virulencia en granjas avicolas, donde
se confirmé la transmision a 82 personas que habian tenido contacto con las aves
infectadas. La mayoria de ellas presentaron cuadros de conjuntivitis, y unas pocas
presentaron sintomas de gripe. Durante este brote se produjo la muerte de un
veterinario que inspecciond una de las granjas afectadas y cuya autopsia revelé el
virus de la gripe A H7N7. Se encontraron evidencias de transmision entre
trabajadores de las granjas y sus familiares en tres casos, lo cual demostraria la
posibilidad de transmisién entre personas de este virus de origen aviar.

Desde 2003, se vienen detectando casos de infeccion humana por virus
H5N1 altamente patégeno de origen aviar, con una alta tasa de mortalidad. Los
primeros casos se detectaron en Corea, para posteriormente diseminarse por el
sureste asiatico y después por Europa oriental y Africa. Desde el afio 2003, hasta
septiembre de 2006, ha habido un total de 241 casos con 141 muertes, lo que
supone una letalidad superior al 50%.

Los estudios al respecto demuestran la escasa o nula transmisibilidad entre
los contactos de los individuos infectados por los subtipos H5N1 y HON2 (Katz y
cols, 1999; Uyeki y cols, 2002). Pero no puede ignorarse que tras la trasgresion
de la barrera de especie, los virus precisan de un tiempo de adaptacion al nuevo
huésped.
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[.2.2. FACTORES DE VIRULENCIA EN EL VIRUS DE LA GRIPE

En la patogenicidad se pueden implicar una multitud de determinantes
interrelacionados, incluyendo las propiedades de los componentes del virus, la
interaccion de los componentes de uno y otro con los elementos de la célula
huésped, y los factores medioambientales e inmunolégicos.

Las cepas gripales aviares se clasifican en avirulentas o poco virulentas
gue son causantes de infecciones exclusivamente respiratorias, y virulentas o
causantes de infecciones diseminadas con una elevada mortalidad (Swayne y
Suarez, 2000).

Una de las diferencias entre ellas es el espectro de enzimas capaces de
hidrolizar la proteina HA. Asi, las cepas poco virulentas sélo podrian ser
hidrolizadas por proteasas presentes normalmente en la secrecion del tracto
respiratorio. Por el contrario, las cepas virulentas podrian ser activadas por una
gran variedad de enzimas proteoliticas presentes en diversos érganos y tejidos,
permitiendo la diseminacion de la infeccion (Horimoto y Kawaoka, 2001). En
este sentido se ha postulado que los casos graves de gripe en personas
infectadas con gripe aviar, poseen una alta capacidad de hidrélisis de la HA
(Yuen y cols, 1998).

Se ha demostrado que cambios aminoacidicos en la posicion 225
(aspértico por glicina: D225G) de la HA de la gripe A de 1918 cambiaban la
especificidad por el receptor celular a 2,3 en lugar de a 2,6. Se ha postulado que
este mutacion en el virus A(H1N1)v podria incrementar su poder patégeno, ya que
los receptores a 2,3 son mayoritarios en el tracto respiratorio inferior del hombre
(Tumpey y cols, 2007). Aunque han sido detectadas cepas por varios paises con
esta mutacion, realmente no estd clara su importancia en la patogenicidad del
virus ya que no solo se ha identificado en casos tanto leves como graves de

infeccion.

Hay evidencias para pensar que la NA juega también un papel importante
en la patogenicidad. Varios estudios han descrito un mecanismo de virulencia
asociado a la NA de algunas cepas aviares. Esta glicoproteina se uniria y

secuestraria al plasmindégeno, incrementando la concentracion local de proteasas.
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Por lo tanto, la capacidad de la NA para unirse al plasmindgeno representa un
factor de virulencia para las cepas gripales de origen aviar (Goto y Kawaoka,
1998).

Otros genes y en especial el que codifica la proteina PB2 también pueden
participar de una forma indirecta en la patogenicidad. El aminoacido de la posicién
627 en la PB2 ha sido implicado en la mayor virulencia humana por el virus HSN1.
Los H5N1 que son virulentos en ratones poseen la lisina en esta posicion,
mientras que los avirulentos en ratones y otros virus de la gripe A aviares, poseen
acido glutamico. Esta diferencia representa una adaptacion del virus H5N1 para la
replicacion en células de mamiferos (Krug, 2006).

También se ha descrito una secuencia de aminoacidos en la proteina no
estructural (NS1), que puede contribuir a la virulencia de los subtipos H5N1. La
terminacion carboxilo de la NS1 de la mayoria de los H5N1 contiene una
secuencia de aminoacidos: ESEV (Glutamina-Serina-Glutamina-Valina). Estos
median la union a un dominio proteico de la superficie celular llamado PDZ,
mientras, la terminacion carboxilo de la NS1 de menor virulencia en el virus de la
gripe A en humanos, normalmente contiene una secuencia diferente: RSKV
(Arginina-Serina-Lisina-Valina), la cual no se wune al dominio PDZ.
Consecuentemente, la capacidad de unirse a un dominio PDZ por la NS1 de los
subtipos H5N1 se correlaciona con virulencia en humanos (Hatta y cols, 2001;
Krug, 2006).

Se ha comprobado que tiene un papel importante en la patogenicidad la
proteina viral PB1-F2 de localizacion mitocondrial (Chen y cols, 2001), que
parece inducir apoptosis en las células monociticas. Por lo tanto, las personas
infectadas con una cepa productora de esta proteina PB1-F2 tienen menos

capacidad para responder a la infeccion por el virus de la gripe.
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1.3. PATOGENIA DE LA INFECCION GRIPAL EN
HUMANOS

El inicio de la infeccién por virus de la gripe se produce por la entrada del
virus en la mucosa del tracto respiratorio. La infeccibn se adquiere via aérea
(estornudar, toser o hablar) a través de las secreciones respiratorias que
contienen gran cantidad de virus en el momento de la enfermedad en personas
infectadas. La diseminacion del virus por pequefias particulas de aerosol pueden
depositarlo tanto en vias respiratorias altas (nasofaringe) e intermedias (traquea),
como en el tracto respiratorio inferior (bronquiolos y alvéolos), siendo esta Ultima
localizacion mucho menos frecuente. También puede adquirirse la infeccion por
contacto directo con las secreciones contaminadas. La transmision por contacto
directo deposita el virus sélo en nasofaringe. Se ha demostrado que la cantidad
de virus necesaria para infectar el tracto respiratorio inferior es muy pequefia,
siendo necesarias dosis cien veces mayores para infectar la nasofaringe.

El virus de la gripe A es relativamente estable en particulas de aerosoles
en una gama variada de humedad relativa y de temperatura, aunque las
condiciones que mejor preservan su viabilidad son las bajas temperaturas y la
baja humedad (Treanor, 2005).

El virus llega a la mucosa respiratoria por via aérea, donde puede ser
neutralizado por los anticuerpos locales provocados por infecciones anteriores;
también contribuyen a la defensa los inhibidores inespecificos existentes en el
moco Yy el sistema mucociliar.

Producida la adsorcion el virus inicia su ciclo de replicacion que dura de 4 a 6
horas.

El virus se encuentra en las secreciones nasales un dia antes o el mismo
dia del comienzo de los sintomas, incrementandose la concentracién hasta
alcanzar un pico a las 48 horas, que va declinando lentamente hasta 6-8 dias. En
nifios infectados con el virus de la gripe, es posible recuperar el virus 1 6 2 dias
después del comienzo de los sintomas y puede ser encontrado hasta 13 dias
después. Las personas inmunodeprimidas pueden excretar el virus durante

semanas (Klimov y cols, 1995; Hayden y Palese, 1997; Englund y cols, 1998).
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Existe una correlacion entre la concentracion de virus excretado y la magnitud de
la clinica (Wright y Webster, 2001).

La patologia que acompafia a la infeccién por virus de la gripe resulta de la
destruccion celular causada por la replicacién viral. El virus se excreta desde las
células del epitelio columnar antes de que cese su actividad metabdlica y sean
desprendidas a la luz del tracto respiratorio. En cultivos de érganos, se ha
observado que la infeccién también modifica sustancialmente la actividad de los
cilios.

El virus de la gripe A induce cambios en el tracto respiratorio inferior. Se
ha comprobado, por medio de broncoscopias a personas con gripe no
complicada, que existe una inflamacién de la laringe, trdquea y bronquios
acompafiada de edema. Estudios histol6égicos muestran que se desarrolla un
edema localizado que puede producir estrechamiento significativo de bronquios
terminales y bronquiolos. Los casos fatales de neumonia por el virus gripal,
muestran grados variables de infiltrados de células intersticiales y edema alveolar.
A partir del tercero al quinto dia del comienzo de los sintomas, comienza la
regeneracion del epitelio, estando presentes simultaneamente, procesos
destructivos y procesos reparativos (Wright y Webster, 2001).

En algunos trabajos han conseguido aislar el virus de otras localizaciones
anatomicas como: musculo, higado, orina, liquido pericardico y liquido
cefalorraquideo que, junto con los estudios sobre la viremia sugieren que el virus
puede diseminarse, aunque no se ha demostrado la replicacion fuera del tracto
respiratorio. Morishima y cols (2002) han descrito un brote de encefalitis y
encefalopatia asociadas a una epidemia de gripe en Japo6n durante 1998-1999.
En los casos en los que se realiz6 biopsia cerebral no detectaron antigeno
especifico del virus gripal en este tejido y s6lo a un pequefio nimero de pacientes
se les detectd ARN del virus por RT-PCR en LCR (Morishima y cols, 2002), por
lo que la patogénesis del virus en la encefalopatia y encefalitis asociadas a la
gripe es incierta. También Morishima y cols (2004) han realizado una revision de
los casos de encefalopatia asociada a virus gripal en las temporadas de gripe

desde 1994 hasta 2002 , observando que la encefalopatia asociada a gripe podria
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ser un sindrome infravalorado, y que seria un motivo para promover la vacunacion

en nifios y adultos jovenes.

Con respecto a la respuesta inmunologica las observaciones
epidemioldgicas y experimentales en humanos han demostrado que la infecciéon
con virus de la gripe da lugar a una resistencia a la reinfecciébn con virus
homélogos. Ademas, se ha descrito la variable degradacion de la proteccién
frente a un subtipo y que la infeccién no induce proteccion cruzada para otros
subtipos o entre los tipos Ay B. La infeccidn conlleva una respuesta inmunoldgica
local y sistémica y también una respuesta celular T citotoxica, las cuales juegan
un papel importante en la recuperacion y la resistencia a la reinfeccion (Treanor,
2005).

La respuesta humoral en la infeccién por el virus de la gripe da lugar al
desarrollo de anticuerpos frente a las glicoproteinas HA, NA, proteina M1 y
nucleoproteina (algunas personas pueden desarrollar anticuerpos frente la
proteina M2).

La produccion de IgM, IgA e IgG frente a la HA aparece a las dos semanas
de la inoculacion del virus. La respuesta de anticuerpos es mas rapida en las
reinfecciones. El pico de la respuesta de anticuerpos es en la cuarta a séptima
semana tras la infeccién y va disminuyendo lentamente; los titulos pueden ser
detectados afios después de la infeccidbn incluso tras reexposicion. Los
anticuerpos frente a la HA son inhibidores de la hemaglutinaciéon (se pueden
medir por el test de inhibicion de la hemaglutinacion) y neutralizantes de la
infectividad del virus (se pueden medir por el test de la neutralizacion); los
anticuerpos producidos frente a la NA no son neutralizantes, pero reducen la
liberacion eficiente del virus de las células infectadas.

Los anticuerpos frente a las proteinas M o NP pueden medirse por el test
reaccion de fijacion del complemento. Estos anticuerpos tienen reacciones
cruzadas entre los virus tipo A, pero no son neutralizantes ni parecen jugar un
papel importante en la inmunidad protectora. Desaparecen mas rapidamente
(semanas a meses) que los anticuerpos neutralizante frente a HA, porque son
predominantemente IgM. Pueden ser (tiles para el diagnéstico de la infeccion

reciente.
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Ademas, se desarrollan también anticuerpos secretores en saliva,
secreciones nasales, esputo y material de lavados broncoalveolares, y son
mayoritariamente de tipo IgA e IgG, alcanzandose el pico de los titulos a los 14
dias después de la infeccién.

En cuanto a la respuesta celular, las células infectadas por virus de la gripe
pueden ser lisadas por anticuerpos en presencia de complemento, por
citotoxicidad dependiente de anticuerpos o por accién de linfocitos T citotéxicos.
Los linfocitos T citotdxicos se han relacionado con la reduccion de los niveles de
replicacion del virus en adultos que tienen niveles bajos en suero de anticuerpos
frente a HA y NA.

La respuesta de los linfocitos T citotoxicos memoria podria jugar un papel
en la disminucién de la gravedad de la infeccion, como sugieren los casos en
individuos con defecto de la inmunidad celular donde la infeccion es mas grave
(Treanor, 2005).

Los virus de la gripe son inductores eficientes de interferon que puede
detectarse durante la fase aguda de la enfermedad en las secreciones
respiratorios y en el suero (Wright y Webster, 2001).

|.4. LA GRIPE EN OTRAS ESPECIES

Los virus de la gripe A infectan a otras especies. El virus B infecta solo al
hombre, aunque se ha comunicado el primer caso detectado de infeccion natural
en una foca por este virus humano del que no se conoce reservorio animal
(Osterhaus y cols, 2000). El virus de la gripe C infecta a los cerdos ademas de al
hombre.

Los diferentes estudios epidemiolégicos y ecolégicos han demostrado que
todos los subtipos gripales A se originan y mantienen en las aves acuaticas, en
especial los patos (Webster y cols, 1992; Lamb y Krug, 1996; Hayden y
Palese, 1997; Wright y Webster, 2001; Pérez y Casas, 2004).

La enfermedad de las AVES con el virus de la gripe A varia
considerablemente con la cepa del virus. Las infecciones con la mayoria de las

cepas son asintomaticas, pero unas pocas pueden producir infeccion sistémica
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con implicacion del sistema nervioso central que puede llevar a la muerte. En los
patos, la mayoria de las cepas se replican en los pulmones y en el tracto
intestinal, de ahi los virus son excretados por las heces. La alta concentracion de
virus en las heces de los patos y el aislamiento de virus gripal A del agua de
algunos lagos, hace pensar que éste puede ser el mecanismo de adquisicién del
virus por otras especies de aves y mamiferos. Los virus de la gripe de origen aviar
han sido implicados en brotes de gripe en otras especies (Wright y Webster,
2001).

La naturaleza avirulenta de la mayoria de las cepas de la gripe A en los
patos, puede ser el resultado de una adaptacion a este hospedador a través del
tiempo, creando un reservorio para la perpetuacién del virus. Por tanto, los patos
ocupan una posicién Unica y muy importante en la historia natural del virus de la
gripe.

La enfermedad se ha descrito también en los cerdos. Fue observada por
primera vez en los Estados Unidos durante la pandemia de gripe humana en
1918-1919. Los estudios seroldgicos indican que la cepa causante de la
pandemia humana y la que produjo enfermedad en los cerdos, estaban
relacionadas antigénicamente. (Wright y Webster, 2001).

La gripe en los cerdos es muy similar a la del hombre, por cuanto produce
compromiso respiratorio y sistémico y a veces con sobreinfeccién bacteriana

pulmonar.

|.5. CLINICA Y COMPLICACIONES DE LA GRIPE

El sindrome clinico que produce la gripe en la mayoria de los infectados,
va a depender de la cepa infectante, el nivel de inmunidad preexistente y el
estado de base del infectado (Hayden y Palese, 1997).

Las tasas de ataque de la gripe son mayores en nifios y descienden con la
edad. Esto se atribuye en gran medida a la inmunidad adquirida por los individuos
de mayor edad como consecuencia de infecciones previas con virus relacionados.
En este sentido, el virus de la gripe B parece afectar mas a nifios y jovenes, ya

gue sufre menos variaciones antigénicas y la inmunidad frente a él se incrementa
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con la edad y las exposiciones previas. La infeccién se disemina rapidamente
entre los niflos en el ambiente escolar y se consideran los introductores de la
infeccién en sus familias (Wright y Webster, 2001; Navarro y cols, 2005).

El cuadro de gripe no complicada tiene un periodo de incubaciéon de 1-2
dias y se caracteriza por el comienzo brusco de sintomas sistémicos, como
cefalea, fiebre, escalofrios, mialgias, malestar y anorexia acompafiados por
signos respiratorios, principalmente tos seca, secrecion nasal y dolor de garganta
(Treanor, 2005).

En los nifios, son frecuentes las nauseas, vomitos y otitis (Ryan, 1995;
Neuzil y cols, 2002; Peltola y cols, 2003).

Pero durante una epidemia de gripe, puede haber un amplio abanico de
presentaciones clinicas, que puede ir desde una leve enfermedad respiratoria
afebril similar a un resfriado comun que no interfiriere en las actividades normales,
a una enfermedad severa con postracion del paciente. Cuando éste requiere
atencion médica, la fiebre alta (mayor de 38°C) suele estar presente y es el
hallazgo fisico mas importante. La temperatura se eleva dentro de las 24 horas
del comienzo de los sintomas, y desciende gradualmente en dos o tres dias,
aunque en ocasiones puede permanecer hasta una semana.

Por lo general las mialgias y las cefaleas son los sintomas més molestos y
su gravedad esta relacionada con la magnitud de la fiebre, de manera que ceden
al desaparecer ésta. También pueden presentarse artralgias, dolor ocular y
lagrimeo con sensacién de quemazon y fotofobia. A menudo aparecen ganglios
linfaticos cervicales sensibles, sobre todo en los nifios.

Los sintomas respiratorios estan también presentes al comienzo de la
enfermedad pero estan camuflados por los sintomas sistémicos. El predominio de
estos Ultimos es la caracteristica mayor para distinguir la gripe de otras
infecciones del tracto respiratorio superior. A medida que los signos y sintomas
sistémicos disminuyen, las molestias respiratorias son mas evidentes. La tos es el
mas molesto de los sintomas, junto a la secrecién nasal y obstruccion. Estos
signos, por lo general persisten hasta 3 6 4 dias después de desaparecer la
fiebre, aunque la tos puede persistir durante mas tiempo (Treanor, 2005).

En la gripe no complicada, la enfermedad aguda generalmente se resuelve
en un periodo de 3 a 5 dias, y la mayoria de los pacientes se recuperan en una
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semana. En algunos, sin embargo, los sintomas de debilidad (astenia postgripal)
pueden persistir durante varias semanas, sobre todo en los ancianos.

El cuadro clinico descrito se produce con cualquier tipo o subtipo de virus A
o B. Por el contrario, la infeccion con el tipo C, cuando ocurre, causa un cuadro
leve similar al resfriado comun y cursa sin fiebre (Treanor, 2005).

Aunque las tasas de infeccién por virus de la gripe son mayores en nifios y
adultos jovenes, las tasas de hospitalizacion por complicaciones o gravedad en
estas edades son las mas bajas, cuando no existen factores de riesgo.

Las tasas de hospitalizacion mas altas se dan en las edades extremas:
nifios menores de 1 afio, por la carencia de inmunidad y por la anatomia de sus
vias respiratorias; y en los ancianos, donde el incremento en la gravedad y
complicaciones de la gripe generalmente son debidas a descompensacion de
ciertas patologias de base como enfermedades cardiovasculares, pulmonares,
diabetes, disfuncién renal, inmunosupresion y asma (Glezen y cols, 1987; Barker
y cols, 1998; Hall y Katz, 2005).

Las complicaciones mas importantes son las pulmonares, entre las que
destacan la neumonia viral primaria producida por el propio virus gripal y las
neumonias bacterianas secundarias. (Hayden y Palese, 1997; Wright y
Webster, 2001; Treanor, 2005).

Ademas pueden ocurrir complicaciones extrapulmonares entre las que se
incluyen sinusitis y otitis media sobre todo en nifios pequefios. Rara vez
complicaciones musculares y cardiacas (miocarditis y pericarditis). En brotes
recientes de gripe de tipos A o B han aparecido cuadros similares al sindrome del
shock téxico entre niflos y adultos previamente sanos, al parecer porque la
infeccion viral provoca un cambio en las caracteristicas de colonizacion y
replicacién del estafilococo productor de toxina (Treanor, 2005).

También se han documentado complicaciones del SNC entre las que
destaca el sindrome de Reye que es una complicacion hepética y del sistema
nervioso central asociado frecuentemente con la infeccion por el virus de la gripe
B, asi como virus gripal A(HIN1) y A(H3N2); aunque también se ha asociado a
otros virus, fundamentalmente varicela-zoster (Wright y Webster, 2001). Este
sindrome ocurre casi exclusivamente en nifios entre los 2 y 16 afios de edad y

tiene una alta mortalidad (hasta el 40%). El sindrome de Reye puede ocurrir
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varios dias después de una infeccion respiratoria alta, digestiva o varicela tipicas.
Hay una asociacién clara entre el uso de aspirina y este sindrome, lo que ha
llevado a la recomendacién del uso de otro antipirético en nifios con fiebre debida
a una gripe o varicela (Treanor, 2005). Ademas han sido descritas otras
complicaciones en el sistema nervioso central como encefalitis, encefalopatias,
mielitis transversa; aunque una asociacion etiolégica de estos desordenes con la
infeccion por el virus de la gripe ha sido infrecuentemente probado, y la infeccién
acontece soOlo en una pequefia proporcién de casos de cada una de estas
entidades.

Se ha observado en infecciones humanas por virus aviar AH5N1 altamente
patdbgeno, se ha descrito en muchos pacientes un cuadro similar a la
linfohistiocitosis hemofagocitica, caracterizado por hipercitoquinemia masiva,
citopenia, y encefalitis aguda, que contribuye en gran medida a la gravedad del
cuadro en estos pacientes y que ha llevado a algunos autores a sugerir la
utilizacion de corticoides y drogas citotoxicas tipo “etoposide” para un mejor
control de esta enfermedad (Henter y cols, 2006).

En cuanto al comportamiento y desarrollo de la dltima pandemia de gripe
producida por el virus A(H1IN1)v habria que destacar que la mayoria de los casos
graves de infeccion se presentaron en personas jovenes y adultos menores de 60
afos, lo cual difiere de lo que suele observarse durante las epidemias de gripe
estacional donde los casos graves son mas frecuentes entre niflos menores de 2
aflos y personas de 65 afios o0 mas. En un alto porcentaje los casos graves
existian factores de riesgo conocidos para las complicaciones graves de la gripe,
como enfermedad pulmonar crénica o enfermedad cardiovascular. En este grupo
de factores de riesgo asociados se incluyen mujeres embarazadas que ha
destacado como factor de riesgo importante en esta ultima pandemia (Committe
WHO, 2010).
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1.6. PROFILAXIS Y TRATAMIENTO DE LA GRIPE

[.6.1 Vacunacion antigripal

La vacunacion es la principal medida para prevenir la gripe y sus
complicaciones y para reducir el impacto de las epidemias. Varios tipos de
vacunas de la gripe han estado disponibles y han sido usadas durante mas de 60
afios. Son efectivas y seguras para prevenir las complicaciones medias y graves
de la gripe (Treanor, 2005).

Existen dos tipos de vacunas antigripales, las vacunas inactivadas y las

vacunas con cepas vivas atenuadas:

-Vacunas antigripales trivalentes inactivadas: existen tres tipos de vacuna

antigripal inactivada: vacunas de virus completos, vacunas de virus fragmentados
y vacunas de subunidades. En la mayoria de los paises, las vacunas de virus
completos se han reemplazado por las vacunas de virus fragmentados y las de

subunidades viricas, que son menos reactdgenas.

Las vacunas antigripales trivalentes inactivadas se administran en una
dosis Unica en mayores de 9 afios y adultos sanos. No deben administrarse a
niflos menores de 6 meses; los nifios entre 6 y 36 meses de edad deben recibir la
mitad de la dosis del adulto. Los nifios menores de 9 afios sin vacunacion previa

deben recibir dos inyecciones, administradas a un intervalo minimo de un mes.

-Vacunas antigripales atenuadas: en 2003, se autorizd en los Estados Unidos una

vacuna antigripal de virus vivos analoga, producida mediante técnicas de
reordenamiento genético. Esta vacuna contiene genes de la hemaglutinina y de la
neuraminidasa de tres cepas recomendadas por la OMS y, ademas, genes de una
cepa de referencia adaptada al frio. Las vacunas antigripales atenuadas parecen
ser equivalentes a las vacunas trivalentes inactivadas con respecto a su eficacia
protectora. Sin embargo, esta vacuna se autoriza sélo en personas sanas entre 5
y 49 afos de edad, debido a informes sobre una aumento de la reactividad de las

vias respiratorias en los nifios vacunados menores de 5 afios y a la falta de
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confirmacion suficiente de su eficacia protectora en las personas mayores (OMS,
2005).

La vacuna antigripal esta indicada para la profilaxis de la gripe,
particularmente en grupos de alto riesgo. Entre los ancianos, la vacuna se
considera que reduce la morbilidad relacionada con la gripe en un 60% vy la
mortalidad en un 70-80%. En los adultos sanos la vacuna es muy efectiva (70-
90%) en términos de reducir la morbilidad, y la vacunacién en este grupo ha
demostrado tener importantes beneficios econdémicos, asi como otros
relacionados con la salud. La eficacia de la vacuna en la prevencion de la gripe y
en la reduccion de su gravedad depende de numerosos factores, tales como la
edad de la persona vacunada, el estado de su sistema inmunitario, el grado de
similitud entre los virus contenidos en la vacuna y aquellos en circulacion y el
tiempo entre la vacunacion y la exposicion a la infeccion. La vacuna es mas eficaz
si la exposicién a la infeccion sucede dentro del mes posterior a la vacunacion y
es raramente eficaz después de transcurrido un afio. Si se suman todos los
factores que interactian, la vacuna de la gripe tiene una eficacia de proteccién del
70% en la poblacién inmunizada. (Treanor, 2005).

Actualmente, para la proxima temporada 2010-2011, las recomendaciones
de los CDC de vacunacién antigripal (trivalente, que incluye la cepa
A/California/(07/2009 (H1N1)v), A/Perth/16/2009 (H3NZ2) y B/Brisbane/60/2008) es
de vacunacion universal frente a la gripe en todos los individuos con mas de 6
meses de edad, dado que a los grupos de riesgo de complicaciones de gripe
estacional en temporadas anteriores a la actual pandemia, se han sumado otros
en los que la gripe A(H1N1)v ha producido graves complicaciones, por ejemplo,
obesos y/o personas entre 19 y 49 afos de edad (CDC, 2009).

La vacuna comienza a hacer efecto (inmunogenicidad) a las dos semanas
de su aplicacion, por lo que conviene no demorarse en la vacunacion, y hacerlo

entre octubre y noviembre, en nuestro medio.

Los virus contenidos en la vacuna son determinados anualmente por la
Organizacién Mundial de la salud sobre la base de la informacién disponible
acerca de la prevalencia de aislamientos de cepas concretas que circulan en todo
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el mundo (Centros Colaboradores Internacionales de la OMS). Cada afio deben
seleccionarse las cepas que se incluiran en la vacuna basandose en los
pequefios cambios antigénicos que pueden mostrar las cepas circulantes
respecto a las de afios anteriores, de manera que la inmunidad previa puede no
ser efectiva. En el hemisferio norte, las cepas son seleccionadas a finales del mes
de febrero; los laboratorios farmacéuticos trabajan en la elaboracién de vacunas
durante la primavera y el verano, y son distribuidas en Septiembre y Octubre

(inicio de las campafias de inmunizacion).

[.6.2. Tratamiento antiviral

Uno de los objetivos fundamentales de las guias de tratamiento antiviral de
la gripe es proporcionar recomendaciones actualizadas sobre el uso de agentes
antivirales para el tratamiento y la quimioprofilaxis de la gripe, incluyendo la gripe
estacional y la nueva infeccion por el virus A(H1N1)v 2009, y ayudar a los
meédicos en la priorizacion de la utilizacion de estos farmacos.

En este sentido todas se refieren especificamente a las dos clases de
farmacos de que disponemos actualmente y que actdan contra la infeccion por el
virus de la gripe:

- Los bloqueadores de los canales ionicos (amantadina y rimantadina)
inhiben la funcion de la proteina M2 y, por tanto, el proceso de replicacion virica.
Son efectivos contra el virus gripal del tipo A, pero no contra el tipo B, que no
posee la proteina M2.

- Los inhibidores de la neuraminidasa (zanamivir, oseltamivir, peramivir)
son efectivos contra los virus gripales del tipo A y B. Ambos farmacos son
capaces de actuar sobre los receptores enzimaticos de la neuraminidasa, lo que
provoca la agregacion viral a la superficie celular y la reduccién del nimero de
virus liberados por la célula infectada.

Las guias mas recientes confirman la existencia de pruebas de la eficacia
de los inhibidores de la neuraminidasas (oseltamivir y zanamivir) en el tratamiento
de la gripe estacional. Parece que proporcionan beneficios sobre todo a pacientes
con diagnostico de gripe confirmada en laboratorio, pacientes mayores y
pacientes pertenecientes a los llamados grupos de riesgo. La evidencia de los
beneficios del tratamiento antiviral en los estudios sobre complicaciones de la
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gripe estacional es mas consistente cuando se inicia el tratamiento dentro de las
48 horas de la aparicion de los sintomas. Iniciar el tratamiento tan pronto como
sea posible también se piensa que pueda reducir el riesgo de consecuencias
graves como enfermedad severa o muerte.

En cuanto a las recomendaciones de uso de los antivirales en la practica
clinica, se basan atendiendo al contexto epidemioldgico, las caracteristicas de la
poblacion infectada y la severidad de la enfermedad. Asi, se recomienda el uso de
oseltamivir y zanamivir para el tratamiento de la gripe en adultos y nifios, en las
siguientes circunstancias:

- Pacientes con infeccion por el virus de la gripe que presenta clinica
severa O progresiva, 0 que pertenece a un grupo de riesgo (nifios <b5afos,
personas >65afios, residentes en instituciones, embarazadas, pacientes con
condiciones de comorbilidad crénica: cardiovascular, respiratoria o hepaticas,
diabetes y pacientes con inmunosupresion relacionada con enfermedad
oncoldgica, infeccion VIH y otra enfermedad).

- Cualquier persona con sospecha o confirmacién de gripe que requiere
hospitalizacion (Villena y cols, 2009).

|.7. VIGILANCIA INTERNACIONAL DE LA GRIPE

Los virus de la gripe humana constituyen un importante problema de salud,
tanto para los paises en vias de desarrollo como industrializados.

La vigilancia de la gripe es un objetivo de salud publica a escala mundial.

La infeccién por el virus de la gripe se caracteriza por una importante
morbi-mortalidad durante la época epidémica. El porcentaje de muertes atribuible
a esta infeccion es dificil de estimar porque muchos de los casos no son
confirmados virolégicamente y muchas de las muertes ocurren como
consecuencia de las complicaciones asociadas a la infeccién, donde el virus de la
gripe no ha sido detectado. Aun asi, en la época epidémica de gripe, se observa
un incremento en el nimero de hospitalizaciones y muertes debidas a la gripe,
entre las que se incluye el fallo cardiaco congestivo, exacerbaciones de

enfermedades pulmonares crénicas, neumonias y sobreinfecciones bacterianas
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(Nichol y cols, 1999; Griffin y cols, 2002; Uphoff y Stilianakis, 2004; Kynel y
cols, 2005).

Por otro lado existen variaciones en la mortalidad asociada al virus de la
gripe dependiendo del tipo o subtipo predominante que circule.
Durante una temporada epidémica media, alrededor del 10% de la poblacion
mundial contraerd la gripe, originandose un fuerte impacto econémico debido a la
pérdida de productividad laboral y a los costes derivados de la atencién a los

pacientes.

Todo lo expuesto justifica los continuos esfuerzos para prevenir y controlar
esta enfermedad (Treanor, 2005). Por ello, a nivel mundial se han generado
diferentes sistemas de vigilancia de la gripe, tanto epidemioldgica como virologica
gue persiguen detectar y caracterizar precozmente los virus de la gripe circulantes

y evaluar su capacidad de difusion en la poblacion.

1.7.1. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Los objetivos fundamentales de la vigilancia epidemioldgica de la gripe son:

- Identificar cuando y dénde el virus de la gripe esta circulando en un pais.

- Valorar la morbilidad, la mortalidad de la gripe y conocer su distribucion y
tendencias como base para la planificacion de los servicios asistenciales.

- Evaluar la efectividad de las medidas preventivas tomadas.

- Deteccion de microepidemias en medio comunitario y nosocomial que

haga posible realizar una intervencién precoz.
Estos objetivos se amplian en situaciones de prepandemia a:

-Deteccién y notificacion precoz de casos de gripe por una cepa con
potencial pandémico en humanos.
-Vigilancia activa de contactos para deteccibn precoz de casos

secundarios.
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Para estimar la extension de la actividad gripal, se utliza una amplia

variedad de indicadores.

El principal marcador se basa en el numero de pacientes con cuadros
gripales vistos en consulta. Es suministrado por los médicos que atienden a los
pacientes en base a los diagnésticos de gripe realizados utilizando criterios
clinicos y virologicos. El diagnéstico clinico de la gripe puede tener poca
especificidad, sobre todo si estan circulando otros patégenos respiratorios, sin
embargo, cuando se sabe que el virus de la gripe estd circulando en la
comunidad, la incidencia de enfermedad debida a otros virus respiratorios
desciende y el valor predictivo positivo de los signos y sintomas clinicos, se
incrementan. En cambio durante el periodo no epidémico, el valor predictivo
positivo de los mismos disminuye (Navarro y cols, 2005). En conjunto, los
meédicos pueden diagnosticar correctamente esta infeccion entre el 60-85% de los
casos so6lo basandose en la clinica (Zambon y cols, 2001; Treanor, 2005;
Navarro y cols, 2005).

La definicibn de caso de gripe varia ampliamente para los diferentes
sistemas de vigilancia epidemiolégica y a menudo son imprecisos (Carrat y cols,
1999); aunque la mayor parte de los clinicos siguen los criterios definidos por la
“World Organization of National Colleges and Academic Associations of General
Practitioners/Family Physicians 1983" (WONCA) que consiste en que al menos

cumpla una de las siguientes puntos:

1.- Cultivo positivo de virus de la gripe o evidencia seroldgica de infeccion
por virus de la gripe.
2.- Epidemia de gripe, més 4 de los criterios incluidos en el punto 3.
3.- 6 de los criterios que siguen:
-Comienzo subito (hasta 12 horas)
-Tos
-Fiebre
-Escalofrios
-Postracién y debilidad

-Mialgia o dolor generalizado
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-Rinitis
-Faringitis

-Contacto con un caso

No obstante, diferentes trabajos ponen de manifiesto que la adecuacion
de la clinica tras infeccion por virus de la gripe a dichos criterios es parcial y hay
diferentes factores que pueden limitar el diagnéstico clinico: cepa circulante, edad
del paciente, uso de antipiréticos, estado vacunal... (Sugaya y cols, 1992; Carrat
y cols, 1999; Boivin y cols, 2000; Zambon y cols, 2001; Navarro y cols, 2005;
Arostegui y cols, 2005; Treanor, 2005).

Otros indicadores que suelen utilizarse para evaluar el impacto de las
epidemias de gripe son los datos de mortalidad, obtenidos de forma retrospectiva
a partir del numero de defunciones ocurridas en general y asociadas a cuadros
respiratorios 0 neumonias en particular, e indicadores de morbilidad como visitas
domiciliarias de medicina general (totales, por infecciones respiratorias agudas y
especificas), el absentismo escolar o laboral, la venta de farmacos antigripales, o
la hospitalizacion por infecciones respiratorias agudas (Martinez y cols, 2002).

1.7.2. VIGILANCIA VIROLOGICA

Es fundamental conocer las caracteristicas virolégicas de las cepas
circulantes en cada temporada gripal con el fin de:

-Establecer su homologia con las cepas vacunales empleadas.

-La similitud entre las cepas circulantes en distintas areas geogréficas en

una misma temporada.

-Detectar de forma precoz la presencia de subtipos nuevos que puedan ser

causa de pandemia.

-Detectar la aparicion de resistencias a los antivirales.

En 1947, la OMS establecié una red de vigilancia internacional de la gripe,
gue en la actualidad se asienta en el trabajo conjunto de cuatro Centros

Internacionales Colaboradores (Tokio, Melbourne, Londres y Atlanta) y, 110

Centros Nacionales de Gripe, distribuidos en mas de 87 zonas y paises (en

Espaiia, son Centros Nacionales de Gripe de la OMS: el Centro Nacional de
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Microbiologia de Majadahonda, el Servicio de Microbiologia del Hospital
Clinico/Universidad de Barcelona y la Facultad de Medicina/Hospital Clinico de
Valladolid).

En general, hay tres tipos de laboratorios encargados de la vigilancia gripal:
laboratorios regionales asociados a redes centinelas, laboratorios nacionales y
laboratorios internacionales.

Los laboratorios regionales realizan el aislamiento de los virus gripales de

las muestras remitidas por los médicos centinelas de su territorio y, dependiendo
de la dotacién tecnolégica de que dispongan, podran caracterizarlos en tipos y
subtipos H1 y H3. En Espafia en situacion prepandémica, se recomienda que
cada Comunidad Auténoma, dependiendo de sus dimensiones, ademas disponga
al menos de un laboratorio, perfectamente coordinado con el laboratorio de virus
del Centro Nacional, con capacidad para aislar y detectar por técnicas
moleculares los virus gripales con potencial pandémico. En Andalucia el
laboratorio de Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Virgen de las
Nieves de Granada es el que actia como laboratorio regional para la gripe desde
1994.

Los laboratorios de los Centros Nacionales, confirman o determinan el tipo

0 subtipo de los virus aislados por los laboratorios regionales, o desarrollan un
andlisis genético o antigeénico mas profundo. Los Centros Nacionales de Gripe

remiten los virus, parcialmente caracterizados, a los Centros Internacionales

Colaboradores de la OMS, para que éstos realicen el analisis genético y
antigénico comparativo de las cepas recibidas de los distintos paises.

1.7.3. REDES CENTINELAS

Para una mejor vigilancia de la gripe y una mayor rapidez en la transmision
de la informacion surgieron las Redes Centinelas que permiten analizar de forma
integrada los datos virolégicos y clinico-epidemioldgicos recogidos de manera
continua a intervalos de tiempo no superiores a una semana (Pérez y Aguilar,
2005).
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Las redes de vigilancia estan constituidas fundamentalmente por médicos
de atencion primaria (médicos centinelas) que suministran la informacién
epidemioldgica de los casos a la vez que realizan la toma y envio de muestras
para el diagnostico de gripe, y laboratorios centrales que se encargan del
procesamiento de esas muestras. La distribucion de los médicos centinela en
cada territorio responde a criterios urbano-rurales, de dispersién geogréfica,
piramide de edad, y debe cubrir, como minimo, el 1% de la poblacién. (Pérez y
Aguilar, 2005; Mateo y cols, 2006).

La unién de datos epidemioldgicos y de laboratorio, como consecuencia de
la vigilancia integral de una poblacion, no pudo hacerse sino hasta mediados de
los afios noventa, con el inicio de funcionamiento de las redes centinela. La
vigilancia de poblaciones de menor tamafio permitio iniciar una declaracion
individualizada de los casos de gripe, recogiendo datos clinicos, epidemiol6gicos
y microbioldgicos de interés. (Mateo y cols, 2006).

En 1992 se crea una red reconocida por la OMS y financiada por la Unién
Europea (proyecto CARE Telematics) que tenia como objetivo la vigilancia de la
gripe; esta red supuso uno de los primeros intentos de vigilar una infeccion
respiratoria aguda mediante redes de médicos centinela con el apoyo de
laboratorios. En 1995, finalizado ese proyecto, la red que se habia creado
mantuvo su funcionamiento y se convirti6 en lo que hoy conocemos como
Sistema de Vigilancia de la gripe en Europa (European Influenza Surveillance

Scheme, EISS) que agrupa a un total de 26 paises.

En Espafia, en 1992 se cred la Red Nacional de Vigilancia de la Gripe
coordinada por los Servicios de Epidemiologia y Virologia del Instituto de Salud
Carlos 111, integrada actualmente en el EISS, a la que progresivamente se han ido
sumando redes de diferentes Comunidades Autonomas, para en la actualidad
estar constituida por 16 redes autondmicas, que cubren el 90% del territorio
nacional, en la que participan 413 médicos de atencion primaria, 125 pediatras y
15 laboratorios de apoyo.

La Red de Vigilancia de Andalucia, se conformé en 1994 y hoy participan
en ella 128 médicos de Centros de Salud, de los que 25, aparte de recoger datos

epidemioldgicos, envian muestras para su procesamiento en el laboratorio.
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Habitualmente las Redes Centinelas se mantienen activas durante 8
meses, en nuestro medio desde la semana 40 de un afno hasta la semana 20 del
afo siguiente (Pérez, 2005).

1.8. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagndstico etiolégico de la gripe es fundamental sobre todo en
pacientes con enfermedades de base y que pueden beneficiarse del tratamiento
especifico con antivirales. Ademas, es la base de los sistemas de vigilancia
virologica de la gripe, ya que el aislamiento en cultivo es el procedimiento que
permite disponer de la cepa circulante en cada temporada para caracterizarla
desde el punto de vista antigénico y genético, y asi compararla con las cepas
vacunales, lo que se utiliza para proponer la composicion que va a tener la
vacuna recomendada para la siguiente temporada.

El diagnéstico de la gripe se puede realizar de forma indirecta mediante la
deteccion de la respuesta seroldgica o directa por aislamiento del virus y/o
deteccion de alguno de sus componentes estructurales (deteccién de antigeno y/o
detecciéon gendémica).

1.8.1. DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Se basa en la demostracion de seroconversion o seroincremento de
anticuerpos especificos en el contexto de una infeccion por el virus de la gripe.
Para ello se utilizan muestras de suero recogidas con una diferencia de 10 dias
entre la fase aguda y la convalesciente de la enfermedad. Las técnicas
serolégicas tienen el inconveniente de producir los resultados de manera tardia,
aunque son de mucha utilidad para estudios epidemiolégicos principalmente en la
realizacion de estudios poblacionales de cobertura vacunal o cuando el

diagnéstico no ha podido ser establecido por otros métodos.

Las técnicas mas usadas son: reaccién de fijacion de complemento (RFC),
inhibicion de la hemaglutinacion (IHA), test de neutralizacion (TN) vy

enzimoinmunoensayo (EIA).
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1.8.2. DIAGNOSTICO DIRECTO

1.8.2.1. MUESTRA ADECUADA

El rendimiento de los resultados va a depender del tipo y la calidad de la
muestra. Esta debe ser tomada preferiblemente dentro de los tres primeros dias
del comienzo de los sintomas del cuadro respiratorio. Las que normalmente se
toman en los Centros de Atencién Primaria son los frotis nasal y/o faringeo en
medio de transporte adecuado para preservar la viabilidad de los virus; mientras
que los aspirados y lavados nasofaringeos suelen tomarse en las urgencias
hospitalarias y enfermos hospitalizados. Otras muestras respiratorias que también
pueden ser adecuadas son los lavados broncoalveolares y los aspirados
traqueales (Covalciuc y cols, 1999). Tras su recogida, deben ser remitidas al
laboratorio manteniéndolas a 4°C y procesar lo antes posible. Se mantendran a
una temperatura de —80°C si el laboratorio no va a poder procesarlas en los 3-4
dias posteriores a su recoleccion; asi mismo, deben ser almacenadas a esta
temperatura todas las muestras una vez trabajadas ya que asi preservamos la

viabilidad e infectividad de los virus durante periodos prolongados.
.8.2.2. DIAGNOSTICO POR CULTIVO

El aislamiento en cultivo celular tradicional es un diagnéstico lento y
tardio (7-10 dias) en la historia natural de la infeccion gripal, pero de
extraordinaria importancia en la vigilancia virolégica 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

vacuna de la gripe.

Para mejorar el rendimiento desde el punto de vista clinico del cultivo, se
han desarrollado técnicas de cultivo rapido (Shell-vial) (SV) que combinan la
sensibilidad del cultivo tradicional con técnicas de deteccién de antigeno. El
cultivo mediante SV es una de las técnicas mas frecuentemente utilizadas en los
laboratorios de virologia, ya que los resultados pueden estar disponibles en 24-48
horas (Seno y cols, 1990; Mendoza y cols, 1991; Patel y cols, 1995; Fader,
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2005). La técnica SV tiene una buena correlacion con el cultivo tradicional en tubo
para la deteccion de los principales virus respiratorios implicados en infeccion
respiratoria aguda (Navarro y cols, 1999), con la ventaja de acortar el tiempo de
deteccion. En esta técnica, el proceso de centrifugacion favorece la adsorcion de

los virus, lo que hace que se incremente la sensibilidad para su aislamiento.

Las lineas celulares mas adecuadas para el aislamiento y propagacion de

los virus de la gripe son: linea primaria de rifion de mono Rhesus (RMK) y células
de rifidn canino Madin-Darby (MDCK). Las células RMK son dificiles de manejar y
presentan mayor variabilidad que las lineas continuas por lo que son menos
usadas. Otras lineas celulares donde pueden crecer los virus de la gripe son las
células Vero (rindbn de mono verde africano) y MRC-5 (fibroblastos de pulmén
embrionario humano), pero frente a ellas, la linea MDCK es la que presenta
mayor sensibilidad (Reina y cols, 1997). Las células MDCK soportan mejor los
multiples ciclos de replicacion de los virus gripales A, B y C cuando se afiade

tripsina al medio.

Menos utilizado para el diagnostico es el aislamiento de los virus en
huevos embrionados de gallina que es una técnica que se utiliza cuando se
precisa disponer de gran cantidad de virus, como es el caso de la produccion de
vacunas y para técnicas de hemaglutinacion. Los virus de la gripe A y B pueden
crecer en la cavidad alantoide y amniotica de huevos embrionados. El tipo C
crece solamente en la cavidad amniotica. Los huevos embrionados de 10 a 11
dias son los adecuados para recuperar los virus A y B, mientras que el virus C
necesita huevos embrionados de 7 a 8 dias (Treanor, 2005).

El tipado, subtipado y caracterizacion de los virus crecidos puede hacerse
por hemaglutinacion, por inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa con

anticuerpos especificos, o por técnicas moleculares.

1.8.2.3. DETECCION DE ANTIGENO

La deteccidon de antigenos especificos de los virus gripales directamente de

la muestra clinica se puede realizar por Inmunofluorescencia (IF),
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Enzimoinmunoensayo (EIA), inmunocromatografia (IC) métodos Inmunodpticos
(10).

Las técnicas de IF se han mostrado muy eficaces en la deteccion del virus
sobre aspirados nasofaringeos, sin embargo su eficacia y rendimiento es muy
variable en funcion del tipo y la calidad de la muestra (Reina y cols, 1996; Reina
y cols, 1998; Herrmann y cols, 2001). En los resultados influye la experiencia
del observador y la fluorescencia inespecifica debido a la presencia de moco que
puede ser reducida mediante el tratamiento de la muestra con dithiothreitol o N-
acetylcysteina.

Las técnicas de EIA, con los disefios actuales (EIA de membrana), son
faciles de realizar y de interpretar, y el resultado se obtiene en unos pocos
minutos. Muestran una sensibilidad variable dependiendo del tipo de muestra y
del tipo de EIA, presentado los peores valores de sensibilidad en frotis faringeos
(Covalciuc y cols, 1999; Noyola y cols, 2000; Boivin y cols, 2001). El EIA
puede ser positivo en aquellas muestras clinicas que debido a un transporte o
almacenamiento inapropiado han podido perder la capacidad infectiva de los virus
presentes, dando cultivos negativos.

Las técnicas de IC e |0 se estan desarrollando mucho en los ultimos
afios; son técnicas de facil ejecucion (se realizan en un solo paso) e
interpretacion; no obstante, en general, no estan suficientemente evaluadas como
para justificar su uso de forma generalizado (Fader, 2005; Herrmann y cols,
2001).

1.8.2.4. DETECCION GENOMICA

Las técnicas moleculares se utilizan tanto para la deteccion del virus de la
gripe en muestras clinicas, como para la caracterizacion posterior de los aislados.

Las técnicas mas empleadas en el diagndstico de gripe son la
Retrotranscripcion PCR (RT-PCR), multiplex RT-PCR , RT-nested-PCR, Real
time RT-PCR.
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Las técnicas RT-PCR se han mostrado como las técnicas de mayor
sensibilidad. La superioridad de la RT-PCR frente al cultivo ha sido demostrada
por muchos estudios (Atmar y cols, 1996; Ellis y cols, 1997; Boivin y cols,
2001; Liolios y cols, 2001, Coiras y cols, 2003).

Los cebadores para la regién conservada del gen matriz son usados para
el tipaje de virus de la gripe A o B, y otros cebadores dirigidos para la deteccion
de los genes de hemaglutinina y neuraminidasa son usados para subtipaje de

virus gripal A.

La multiplex RT-PCR tiene una ventaja significativa de permitir, utilizando

secuencias de nucleétidos apropiados, la amplificacién simultdnea de diferentes
tipos y subtipos de un mismo virus o de distintos virus, en una Unica mezcla de
reaccion. (Wright y cols, 1995; Osiowy, 1998; Stockton y cols, 1998; Liolios y
cols, 2001; Li y cols, 2001; Elden y cols, 2001; Templeton y cols, 2004).

La RT-nested-PCR o PCR anidada es una técnica muy sensible de PCR en

la que el producto de una amplificacion es utilizado como molde para realizar una
segunda amplificacion. Los cebadores utilizados en la segunda amplificacion
corresponden a secuencias internas del fragmento amplificado en primer lugar

(Herrmann y cols, 2001; Coiras y cols, 2003).

La real-time RT-PCR para la deteccion de virus de la gripe en muestras

clinicas ha sido recientemente introducida en la rutina diagnostica. Estos ensayos
usan una sonda fluorescente para la amplificacion y deteccion simultanea de los
productos de la PCR (Elden y cols, 2001; Hindiyeh y cols, 2005; Wu y cols,
2008).

Otro enfoque para el diagnoéstico de virus de la gripe es el uso de
microarrays que contienen sondas de acidos nucleicos para tipaje y subtipaje de
virus de la gripe (Li y cols, 2001). Esta técnica esta basada en la hibridacion con
un elevado numero de sondas, que permite estudiar patrones de expresién de
multiples genes, o como los genes interactian los unos con los otros; también
permite estudiar la presencia o ausencia de determinadas secuencias genéticas,

normales o mutadas.
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1.9. PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS UTILIZADOS EN
LA VIGILANCIA INTERNACIONAL DE LA GRIPE

Es fundamental para las redes de vigilancia de la gripe el aislamiento y
caracterizacion temprana de virus circulante y la deteccion de posibles cepas
pandémicas de muestras clinicas. Las técnicas utilizadas para ello en los distintos
laboratorios son heterogéneas y diferentes en los distintos paises. Con la
contrapartida de que diferencias en resultados viroldgicos puede estar asociado

con el uso de diferentes técnicas de laboratorio.

Uno de los objetivos mas importantes de la red comunitaria EISS es la
armonizacion de los métodos virologicos y la aplicacion de controles de calidad

para evaluar los centros nacionales de referencia.

Los métodos utilizados para la deteccién del virus de la gripe son variados
segun el pais. La mayoria de los laboratorios de la red utilizan el aislamiento viral
en cultivo celular como método primario para la deteccién de virus de la gripe,
fundamentalmente con el mismo tipo de células (MDCK), pero para tipado y
subtipado de virus de gripe se utilizan métodos diferentes (ELISA, IHA, PCR).
También se utilizan otras técnicas adicionales, como PCR o ELISA, para
incrementar la sensibilidad de los cultivos. Aunque la sensibilidad de la PCR en
Europa varia (40-100%) dependiendo del laboratorio; hay una mejora clara en los
indices de sensibilidad con la utilizacién de estas técnicas (Valette y Aymar,
2002; Meerhoff y cols, 2004).
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La mas reciente alternativa para establecer un diagnéstico rapido de las
infecciones por virus de la gripe la constituye la RT-PCR. Su elevada sensibilidad
y las perspectivas futuras de una realizacion mas simple y automatizada, la
convierten en una excelente herramienta de diagnéstico y en la técnica base
para la caracterizacion genética de estos virus (Henrickson, 2004); en cambio
tienen un inconveniente y es que no consiguen el aislamiento del virus gripal,

indispensable para el analisis antigénico, necesario en el disefio de la vacuna.

Todo esto nos hace pensar en un enfoque distinto en el sentido de
combinar en un solo procedimiento, las dos técnicas, cultivo y RT-PCR, para asi
satisfacer las principales necesidades que se exigen al diagnostico virologico de
la gripe, esto es, aislar y caracterizar de forma rapida.

Existen algunos autores que han utilizado la combinacion de técnicas de
PCR sobre cultivo celular para virus respiratorios (Chan y cols, 2003) y otros
virus (enterovirus y adenovirus entéricos); (Choo y Kim, 2006). Los primeros
utilizan este procedimiento para detectar metapneumovirus humano (hMPV) en
pacientes con sindrome respiratorio agudo severo (SARS). Sus resultados
demuestran que al aplicar la RT-PCR al sobrenadante de cultivo de células Hep-2
(donde el HMPV no produce efecto citopatico) la sensibilidad fue mayor que en
las LLC-MK2 (donde el HMPV produce efecto citopético), la linea celular mas
comunmente usada en estudios previos para HMPV. Los segundos, utilizan un
procedimiento similar para deteccién de adenovirus y enterovirus en ostras
coreanas, y asi establecer el grado de contaminacion de las mismas. Sus
resultados demuestran que dicha técnica fue la mas sensible para la deteccion de

virus entéricos en ostras.
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Esta combinacién de técnicas no se ha aplicado para el diagnéstico del
virus de la gripe, por lo que el OBJETIVO PRINCIPAL de este trabajo es evaluar
su utilidad dentro del sistema de Vigilancia de la Gripe en Andalucia,
comparandolo con otros procedimientos habitualmente utilizados, durante las
temporadas 2004-2005 y 2005-2006.

Los OBJETIVOS CONCRETOS de este trabajo fueron:

1. Describir las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes incluidos
en el sistema de Vigilancia Virologica de la Gripe en Andalucia durante esas

temporadas.

2. Analizar las caracteristicas virologicas de los aislados de gripe.

3. Evaluar la utilidad y concordancia de tres métodos diagnésticos de gripe: RT-
PCR de muestra, cultivo en “shell-vial” y deteccién del aislado mediante
inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales especificos, y cultivo

en “shell-vial” y deteccion del aislado mediante RT-PCR del sobrenadante.

4. Estudiar la relacion entre los datos clinico-epidemiol6gicos del sindrome gripal

y los resultados virologicos.
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111.1. PERIODO DE ESTUDIO

El estudio se realizé en el periodo comprendido entre octubre y mayo de
las temporadas de vigilancia de gripe 2004-2005 y 2005-2006.

111.2. AMBITO Y PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

El estudio se llevdé a cabo en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, dentro del contexto de la Red de Vigilancia de
gripe en Andalucia.

La organizacion de esta red corre a cargo del Servicio de Planificacién
Operativa (Servicio Andaluz de Salud, SAS), y del Servicio de Vigilancia
Epidemioldgica y Evaluacion de la Consejeria de Salud, Junta de Andalucia.

La vigilancia virolégica de la red se realiza en el laboratorio de
Microbiologia con las muestras enviadas por los médicos centinela. Estos
meédicos participan tanto en la vigilancia epidemiolégica como en la recogida de
muestras para estudio viroldgico.

En la temporada 2004-2005 participaron 20 médicos (17 médicos
generales y 3 pediatras), y en la temporada 2005-2006, el numero de médicos
centinela participantes en la vigilancia virologica aumenté a 23 (19 médicos
generales y 4 pediatras). Pertenecian a los siguientes centros de salud o
consultorios repartidos entre las 8 provincias de la comunidad andaluza:

@ Consultorio de Pechina (Bajo Andarax, Almeria)
Centro de salud Virgen del Mar (Almeria)
Consultorio San Martin del Tesorillo (Jerez de la Frontera, Cadiz)
Centro de salud Sanlucar Barrio Bajo (Cadiz)
Centro de salud Sanlucar Barrio Alto (Cadiz)
Centro de salud Rodriguez Arias (San Fernando, Cadiz)
Centro de salud Jerez-San Telmo (Cadiz)
Centro de salud Levante Norte (Cordoba)
Centro de salud La Chana (Granada)

Centro de salud Zaidin (Granada)

QO 8 8 8 8 8 8 ¥ 8 8

Centro de salud Motril (Granada)
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11.3.

Centro de salud Valverde del Camino (Huelva)
Centro de salud Cartaya (Huelva)

Centro de salud Peal de Becerro (Jaén)

Centro de salud Alcaudete (Jaén)

Centro de salud Céartama (Malaga)

Centro de salud Trinidad-Jesus Cautivo (Méalaga)
Centro de salud El Arahal (Sevilla)

Centro de salud Poniente Norte (Cérdoba)
Centro de salud Atalaya (Conil, Cadiz)

Centro de salud Maria Fuensanta (Sevilla)
Centro de salud Adra (Almeria)

Consultorio El Viso (Cérdoba)

Centro de salud Torrejon (Huelva)

Centro de salud Priego (Cérdoba)

Centro de salud Montemar-Fuengirola (Malaga)

SUJETOS DE ESTUDIO Y MUESTRAS

11.3.1. SUJETOS DE ESTUDIO

Los sujetos incluidos en este estudio fueron personas de cualquier edad,

atendidas por el médico centinela, que presentaran un cuadro de infeccién

respiratoria aguda (IRA) acompafada de fiebre > 38° y que se encontraran

dentro de los tres primeros dias desde el comienzo de los sintomas.

[11.3.2. MUESTRAS

111.3.2.1. Obtencion y envio de muestras

Las muestras se obtuvieron los lunes de cada semana. Cada médico

recogi6 un maximo de 5 muestras por semana desde el comienzo de la

temporada hasta el inicio del periodo epidémico, y 3 muestras durante dicho

periodo epidémico.
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Las muestras estudiadas fueron exudados orofaringeo y nasal, que se

obtenian frotando enérgicamente con un escobillon estéril en dichas zonas con el

fin de obtener una alta concentracién de células epiteliales. Para su envio, los dos

escobillones se colocaron en un Unico tubo que contenia una bolita de cristal

estéril y 2mL de medio de transporte especial para la preservacion de la viabilidad

de virus (MT, ANEXO I), que era suministrado previamente por el laboratorio de

Microbiologia a los médicos centinela. Una vez en el tubo con MT, las muestras

se enviaron al laboratorio a 4°C en bolsas isotérmicas, a través de un Servicio

urgente de Mensajeria, dentro de las 18 h siguientes a la toma (figura Il1l.1: Tubo

Ay transporte B).

Figura lll.1. Tubo y transporte

A. Tubo B. Transporte

Cada muestra se acompafié de una etiqueta con los siguientes datos

del paciente:

b

T U U T

Datos de filiacién: nombre, edad, sexo
Estado vacunal

Tiempo de evolucién de los sintomas
Prescripcion de antibiéticos

Si se consideraba sindrome gripal* (“influenza-like illness”) segun los

criterios de inclusion de la WONCA (Organizacion Mundial de

Médicos de Familia).



48 Material y métodos

P Presencia o0 ausencia de rinorrea, tos y odinofagia.

*Criterios deinclusion de sindrome gripal (“influenza-likeillness’) dela WONCA:
a) Cuadro dentro de epidemia de gripe mas 4 de los criteriosincluidos en b) o,
b) Seisdelos 9 hallazgos siguientes:

Comienzo abrupto (<12 h)

Tos

Escalofrios

Fiebre

Postracién y debilidad

Cefalea

Mialgiay dolores generalizados

Enrojecimiento de la mucosa faringea y nasal sin ningin otro signo fisico

Contacto con enfermo de gripe

Classification Committee of WONCA. Inclusion criteria for the use of the rubrics of the
International Classification of Health Problems in Primary Care. In: ICHPPC-2-defined. New
York: Oxford University Press; 1983:487

[11.3.2.2. Recepcion y procesamiento inicial de muestras

Tras la recepcion de las muestras en el laboratorio, se le asigné un niumero
de identificacién a cada una. Se recogieron los datos demograficos y clinicos y se
introdujeron en una base de datos Access (MS Office XP).

Cada tubo conteniendo la bolita de cristal y los escobillones nasal y
faringeo se agitd en vortex durante aproximadamente 10 seg. Tras retirar los
escobillones con una pinza estéril, se afiadieron 200 pL mezcla antibiotica (10%
del total de la muestra) (ANEXO ), y se incub6 a 4°C durante 30 minutos.

Tras este procesamiento inicial, la muestra se utilizé para estudio virolégico
arazén de (figura 111.2):

- 4 alicuotas de 200uL cada una para cultivo viral

- 2 alicuotas de 140yuL cada una para deteccién molecular

- Resto: congelacion a -80°C
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I11.4. METODOS DE DIAGNOSTICO VIROLOGICO

Los métodos diagnosticos evaluados y comparados en este estudio y la

nomenclatura que se va a utilizar en este trabajo se exponen en la tabla I11.1.

Tabla lll.1. Métodos de diagndstico virolégico comparados, para deteccion

de gripe a partir de muestras clinicas

NOMBRE METODO DE DIAGNOSTICO VIROLOGICO

MD RT-PCR de muestra directa

SV-IF Cultivo en shell vial + IFD sobre monocapa
SV-PCR Cultivo en shell-vial + RT-PCR sobrenadante cultivo

En la figura 1.2, se muestra el algoritmo seguido para el procesamiento de

muestras y diagnéstico de gripe mediante los métodos descritos anteriormente.

Figura lll.2. Procesamiento de las muestras. SV, cultivo mediante técnica de
shell-vial; CT, cultivo tradicional en tubo; IFD A+B, inmunofluorescencia

directa frente a gripe Ay B en la misma muestra

EXUDADO NASAL Y FARINGEO

|
@B [ RT-nested-PCR ]

[ IFDA +B ]

[ RT-nested-PCR ]

BY2) (V3] (Emeris

|

IFD IFD Gripe B
gripe A || gripe B
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l11.4.1. AISLAMIENTO Y DETECCION DE VIRUS DE LA GRIPE EN
CULTIVO CELULAR

11.4.1.1. PREPARACION DE LA LINEA CELULAR

Para el aislamiento de virus de la gripe se utilizé la linea celular MDCK,
procedentes de rifidn canino de la raza cocker spanier (“Madin Darby canine
kidney”) (Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 1ll, Madrid).
Esta linea celular se mantiene en el laboratorio por pases sucesivos con Medio
Esencial Minimo (MEM) de Eagle suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(SFB) y antibiéticos (MEM 10%, ANEXO I). Semanalmente se preparaban tubos
de fondo plano para cultivo rapido mediante técnica de shell-vial (SV). Siempre se
usaron tubos conteniendo como sustrato lineas celulares de pase reciente (menor
de 7 dias).

Las células crecen en el SV formando monocapa sobre un cubreobjetos
circular de 12 mm de diametro incluido dentro del tubo de fondo plano (figura
111.3).

Figura l11.3. Tubo shell-vial

El procedimiento de preparacion de las lineas celulares se resume a
continuacion:

1° A un frasco con células MDCK crecidas en monocapa, se le retiraba el
medio de mantenimiento y se desprendian las células con solucion de
disgregacion de células (ANEXO 1).
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2° Tras afadir unos 10mL de MEM 10% de SFB al frasco, se disgregaban
las células aspirando y expulsando la suspension varias veces a través de una
pipeta de plastico estéril.

3° Se le afiadia el resto de medio de crecimiento necesario, y tras mezclar
bien toda la suspension, se hacia recuento de células en camara de Neubauer y
se afiadia MEM 10% para ajustar la suspension a 150.000 células/mL. Se repartia
en tubos fondo plano para cultivo a razén de 1mL de suspension de células por
tubo.

4° Los tubos para SV se incubaban verticalmente, para permitir el
crecimiento de las células en monocapa, ambos a 37°C.

5° A las 24 h, se observaba en microscopio invertido si se habia formado
monocapa en los tubos (figura 111.4), y se les cambiaba el medio de crecimiento
por medio de mantenimiento, MEM suplementado con un 1% de SFB, a razon de
1mL a los tubos para SV (MEM 1%, ANEXO I).

Figura lll.4. Aspecto de monocapa de células MDCK con objetivo 40X

11.4.1.2. CULTIVO CELULAR EN TUBOS DE FONDO PLANO MEDIANTE
TECNICA “ Shell-vial” (SV)

Se inocularon tres viales de fondo plano por cada muestra (200nL por vial).
También se inocul6 un vial con un control positivo de gripe AH1N1 y otro de gripe
B con cada tanda semanal de muestras.

El procedimiento de la técnica SV es el siguiente:
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- Tras retirar el medio del vial, se inoculan 200 de muestra o control. Los
viales fueron centrifugados a 800 x g durante 45 min a temperatura ambiente.

- Se deja adsorber la muestra sobre la monocapa durante 1h a 37°C.

- Posteriormente, sin decantar la muestra, se afiaden 2mL de medio de

inoculacién y son incubados a 37°C y en agitacion continua (120 rpm).
111.4.1.3. DETECCION DE VIRUS GRIPALES EN CULTIVO
[11.4.1.3.A. Inmunofluorescencia directa (IFD) sobre cultivo SV

Tras 18-48 horas de incubacién, se retird el medio de inoculacién de un vial
de cada muestra (sobrenadante) con pipeta estéril colocandolo en un tubo estéril
rotulado con el niumero de muestra. Una alicuota de este sobrenadante se

proceso para RT-PCR y el resto se congel6 a -80°C para posteriores estudios.

Cribado de virus gripales

- El vial sin medio se lava dos veces con tampén PBS pH 7,2 aspirando con
pipeta Pasteur todo el PBS tras cada lavado.

- Se fija 10 min a -20°C con 2mL de acetona fria, tras lo cual se lava
ligeramente con PBS pH 7,2.

- Los cubreobjetos con la monocapa celular se extraen de cada vial y, una
vez secos, se pegan sobre portaobjetos con DPX (pegamento) (Aldrich Chemical
Co. Dorset, Inglaterra).

- Se afaden 25uL del reactivo de fluorescencia, que consisten en una
mezcla de anticuerpos monoclonales especificos frente a los virus de la gripe Ay
B (A+B MIX, ANEXO I).

- Los portaobjetos se incuban en camara oscura y humeda a 37°C durante
15 min.

- Tras la incubacién se lavan con PBS pH 7,2 durante 5 min en agitacion
suave y posteriormente se dejan secar (figura III.5).

- Se aflade medio de montaje (glicerina tamponada), se le coloca un

cubreobjetos encima y se observan en microscopio de fluorescencia (Leica
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DMLB) con objetivo de 40X para detectar células con patron tipico de
fluorescencia (verdes).

Figura Ill.5. Preparacion IFD. Fluorescencia virus de la gripe

, A |
49 @

Tipado de virus gripales

En caso de que la fluorescencia fuera positiva, se realizaba IFD como se
describe anteriormente a cada uno de los dos viales restantes, en este caso
afiadiendo anticuerpo monoclonal frente a virus de la gripe A a uno de los
cristales con la monocapa infectada y frente a gripe B al otro, con el reactivo
IMAGEN Influenza virus Ay B (Dako Diagnostics Ltd., Cambrigeshire, UK)

111.4.1.3.B. RT-PCR

Se realiz6 amplificacion del genoma de virus gripales A y B mediante RT-
PCR previa extraccion de los acidos nucleicos a partir de 140nL de sobrenadante

del SV. La técnica molecular se describe en el siguiente apartado.

l11.4.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Tanto a partir de muestras como a partir de sobrenadante de SV, la técnica
molecular empleada para el diagndstico de virus gripales fue una RT-nested-PCR
multiple: amplifica y detecta simultaneamente y en el mismo tubo virus gripe A
subtipo H1 (AH1), gripe A subtipo H3 (AH3) y gripe B.
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La RT nested-PCR multiple se basa en la técnica descrita por Stockton y
cols. (Stockton y cols, 1998), con algunas modificaciones. Amplifica un
fragmento de la region HAL del gen de la hemaglutinina de los virus de la gripe A
y B. Previamente el ARN de partida se convierte en ADNc mediante un paso de
reversotranscripcion (RT) utilizando cebadores “random” para conseguir la
sintesis de la cadena de ADN complementaria completa del virus. Posteriormente,
en una primera PCR se incluyen 3 sets de cebadores para cada uno de los tipos y
subtipos a detectar (AH1, AH3 y B). La 22 PCR o PCR-nested incluye otros 3 sets
de cebadores internos, cada uno de los cuales amplifica una regién mas pequefa
del producto de la primera amplificacién. Con esta 22 PCR se consigue aumentar

la sensibilidad y especificidad de la técnica.

Realizacion de la técnica

Esta técnica conlleva los siguientes pasos: extraccion del ARN,
reversotranscripcion (conversion en ADNCc), amplificacion del ADNc mediante

PCR-nested y lectura de los resultados.

111.4.2.1. EXTRACCION DEL ARN

Para la extraccion de ARN se utilizo el kit comercial: QIAamp viral RNA
mini kit (QIAGEN, Hilden, Alemania). Este método de extraccion esta basado en
la capacidad de las membranas de silica gel de unir selectivamente ARN, junto
con la velocidad de centrifugacion. La lisis de la muestra se realiza bajo
condiciones desnaturalizantes para inactivar las ribonucleasas. Para aumentar el
rendimiento de extraccion de ARN, el buffer de lisis incluye ademés “carrier ARN”.

La técnica de extraccion del ARN se realiza de la siguiente manera (figura
111.6):

- A 140nL de muestra o sobrenadante de cultivo se le afiaden 560nL de
tampon de lisis AVL previamente reconstituido con “carrier ARN”, se agita 15 seg
en vortex y se incuba 10 min a temperatura ambiente. Tras este periodo se da un
pulso en la microcentrifuga.

- Se afaden 560nL de etanol absoluto a cada tubo. Se agita nuevamente

en vortex (10 seg) y se da un pulso en la microcentrifuga.



Material y métodos 55

- Se transfiere la solucién anterior a las columnas Qiagen en dos pasos:
primero se transfieren 630nL y se centrifuga a 8.000 rpm durante 45 seg, y tras
descartar el liquido eluido, se transfiere el resto de la solucién. Se vuelve a
centrifugar a 8000 rpm, 45 seg.

- Cambiando de tubo colector, se afiaden 500 de buffer de lavado Wash
Buffer 1 (AW1) y se centrifuga a 8.000 rpm durante 1 min.

- Se cambia de nuevo el tubo colector y se afiaden 500nL buffer de lavado
Wash Buffer 2 (AW?2), centrifugando en esta ocasion a 14.000 rpm durante 3 min.
Cambiando de tubo colector, se vuelve a centrifugar durante 1 min mas para

eliminar todo el etanol que hubiera podido quedar en la columna.

Figura Ill.6. Extraccion ARN

-Se introduce la columna en un tubo
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El ARN extraido se conservé a 4°C si se iba a utilizar en las siguientes

horas, o a —80°C si se iba a utilizar en dias posteriores.

Para cada tanda de RT-PCR se incluyeron un control negativo (agua

estéril) y control positivo (virus gripal tipos H1, H3 o B) desde la extraccion.
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111.4.2.2.- REVERSOTRANSCRIPCION (RT)

La sintesis de ADNc a partir del ARN extraido, se llevé a cabo con 22l del

extracto de las muestras o controles al que se afiadieron 18nL de la mezcla de

reacciéon que contenia:

Agua libre de ribonucleasas

Reverse Transcription 10x Buffer

MgCl, 25 mM

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 10 mM cada uno)
pdN6 (cebador random, 100 ng/miL)

Rnasin (inhibidor de las ribonucleasas)

AMV Reverse Transcriptase (24 U/nl)

2m
4nL
6,5
4L
0,5m
0,5m
0,5m

Los reactivos de RT estan incluidos en el kit Reverse transcriptase System A-3500

(Promega)

El proceso de RT se llevo a cabo en un termociclador PE 9600 aplicando el

siguiente programa: 37°C / 1 h seguido de 95°C / 5 min.

111.4.2.3. PCR-NESTED

PRIMERA PCR

A 10 nL del producto de la RT, se le afadieron 40 nL de una mezcla de

reaccién que contenia:
Agua
Buffer PCR 10x
MgCl; 25 mM
Cebador AH1 A (10 pM)
Cebador AH1 FII(10 pM)
Cebador AH3 A(10 pM)
Cebador AH3 DII(10 puM)

31,7m
snL
4L
1nL
1nL
InL
1nL
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Cebador BHA A(10 uM) 1nl
Cebador BHA DII(10 pM) 1L
Tag DNA polimerasa (5 U/nL) 0,3nL

Esta primera PCR se programé en el termociclador (9600) con el siguiente
programa: 3min/95°C + 35ciclos-1min/94°C + 1min/50°C, 1min/72°C + 10min/72°C
+ 4°C/¥.

Los cebadores empleados para esta primera PCR fueron:

AH1 A 5" CAGATGCAGACACAATATGT 3’
AH1 FlI 5" AAACCGGCAATGGCTCCAAA 3’
AH3 A 5" CAGATTGAAGTGACTAATGC 3’
AH3 DlI 5 GTTTCTCTGGTACATTCCGC 3’
BHA A 5" GTGACTGGTGTGATACCACT 3
BHA DlI S TGTTTTCACCCATATTGGGC 3

SEGUNDA PCR

A 2 L del producto de la primera PCR, se afadieron 48 nlL de una mezcla

de reaccion que contenia:

Agua 31,7nL
Buffer PCR 10X SnL
MgCl, 25mM 4L
Cebador AH1 B (25 uM) 1nl
Cebador AH1 Ell (25 pM) iy
Cebador AH3 B (25 uM) 1nl
Cebador AH3 CII (25 uM) 1nl
Cebador BHA B (25 uM) 1nl
Cebador BHA CIlI (25 uM) 1nl

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 10 mM cada uno) 1nl
Taq polimerasa (5 U/nL) 0,3nL
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Esta segunda PCR se program6 en el termociclador con el siguiente
programa: 94°C/5min + 35ciclos 1min/93°C + 1min/55°C + 1min/72°C y extensién
final 20min/72°C.

Los cebadores empleados para esta segunda PCR fueron:

-AH1-B: ATAGGCTACCATGCGAACAA
-AH1-Ell: CTTAGTCCTGTAACCATCCT
-AH3-B: AGCAAAGCTTTCAGCAACTG
-AH3-CII: GCTTCCATTTGGAGTGATGC
-BHA-B: CATTTTGCAAATCTCAAAGC
-BHA-CII: TGGAGGCAATCTGCTTCACC

111.4.2.4. DETECCION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

La deteccién de los productos de amplificacion se realiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% preparado en tampén TBE 1X (TBE,
ANEXO 1), con 0,5mg/mL de bromuro de etidio.

Al tubo de reaccion de la nested PCR se le afiaden 5ni de azul de bromofenol.

De esta mezcla se cargan 10mnL por pocillo.

En cada electroforesis se incluyeron dos marcadores de pesos
moleculares: Marcador 1 (M1), que estaba constituido por una mezcla de
amplificados de gripe A H1, gripe A H3 y gripe B; y Marcador 2 (M2), marcador
comercial (DNA Molecular Weight Marker VI, Roche Applied Science), cuyo rango
de tamafios de bandas oscila entre 150 y 2100 pb.

La electroforesis se llevo a cabo con una fuente de alimentacion BioRad, a
110 V durante 30-45 min. La visualizacion de las bandas se hace bajo luz
ultravioleta en transiluminador.

El tamafio esperado de las bandas para cada tipo y subtipo de virus de la

gripe es el siguiente (Figura I11.7).
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Figura lIl.7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de

amplificacién de la RT-PCR para virus de la gripe

M2 HI B H2

- Gripe A H1: 944 pb
- Gripe A H3: 591 pb
- Gripe B: 767 pb 1000 pb- 044
767

800 pb- it

111.4.2.5. PRECAUCIONES PARA TRABAJAR LA TECNICA PCR

A la hora de trabajar con ARN, hay que tener en cuenta que las
ribonucleasas pueden inhibir la reaccién; por tanto, es recomendable utilizar
siempre guantes a fin de no contaminar con RNasas de las manos la muestra,
trabajar con material autoclavado y soluciones preparadas con agua libre de
ribonucleasas.

Se siguieron las recomendaciones de Kwok e Higuchi (1989) para
minimizar la produccién de resultados falsos positivos:

- Todo el material a utilizar era previamente autoclavado.

- Los distintos pasos se realizaron en areas diferentes: area de preparacion
de reactivos, area de extraccidon de muestras y preparacion de RT y 12 PCR, area
de preparacion de 22 PCR o PCR-nested, y area de deteccion.

- Cada éarea tenia su material especifico: guantes, pipetas, material
fungible, batas, protocolos, etc.

- Se alicuotaron los reactivos para evitar el uso excesivo de un solo tubo de
reactivo.

- Cambio frecuente de guantes.

- Se utilizaron siempre puntas de pipeta con filtro.
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- Los reactivos se prepararon previamente en una mezcla y se repartié en
tubos de PCR en el area de preparacion de reactivos, y posteriormente se afiadio
el ARN o ADN de muestras y controles en su area correspondiente.

- Se incluyeron controles negativos en todas las reacciones.

111.4.2.6. CARACTERIZACION GENETICA DE LOS AISLADOS

La caracterizacion genética de los virus gripales circulantes en Andalucia
durante las temporadas de estudio se realiz6 con una muestra representativa de
los aislados obtenidos. Estos aislados se enviaron en condiciones de
bioseguridad para su caracterizacion al Laboratorio de Referencia de Gripe en
Espafia, en el Centro Nacional de Microbiologia (CNM, Instituto de Salud Carlos
lll, Majadahonda, Madrid).

El estudio genético se bas6é fundamentalmente en la secuenciacién de un
fragmento del gen de la hemaglutinina viral obtenido mediante RT-PCR
(protocolos propios del CNM) y posterior andlisis filogenético de las secuencias y
comparacién con las secuencias correspondientes disponibles en GenBank.

Tras ello, el CNM nos proporcioné el informe de resultados en cuanto a
similitud con cepas circulantes en Europa y en el mundo en el periodo de estudio,

asi como los arboles filogenéticos obtenidos tras el andlisis de las secuencias.

111.5. ANALISIS DE DATOS

A partir del programa estadistico SPSS 15.0 para Windows se ha realizado

el siguiente analisis:

Analisis descriptivo de las muestras del estudio

Se ha calculado rango, mediana y percentiles 25 y 75 para la Unica variable
numeérica estudiada, la edad, y frecuencias absolutas y relativas para las variables
cualitativas. El analisis descriptivo de los datos demograficos se ha hecho
segmentando la muestra por la variable temporada (2004-2005, 2005-2006).
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Anadlisis bivariante para estudiar las posibles relaciones entre variables

La variable numérica “edad” se categoriz6 en 4 grupos. El estadistico al
uso ha sido la Chi-cuadrado. Cuando las variables a relacionar daban tablas de
mas de 2x2 se han calculado los residuos tipificados corregidos para estudiar
entre qué grupos se daban las diferencias estadisticamente significativas (esto
cuando el test de la Chi-cuadrado asumia que globalmente existian diferencias
estadisticamente significativas). Los residuos tipificados nos indican que entre dos
grupos existen diferencias cuando el valor que nos muestra esta fuera del
intervalo [-3, 3].

También se calcul6 la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo, y los valores de Odds ratio con sus correspondientes
intervalos de confianza del 95% de cada parametro clinico.

Para el calculo de la sensibilidad de las 3 técnicas, se asumié como total de
muestras positivas aquéllas obtenidas por cualquiera de los métodos, dado que
tanto un resultado positivo de cultivo como de RT-PCR son diagndsticos de gripe.

A partir de tablas 2x2 se han calculado sensibilidades y especificidades de
distintas técnicas. Se han realizado combinaciones de 2 para quedarnos con la
gue mejores valores de sensibilidad y especificidad diese.

De la misma manera se ha estudiado la posible concordancia entre
técnicas a partir del indice Kappa. Este es un indice que va de 0 a 1y, en nuestro
caso, se ha interpretado el coeficiente a partir de la siguiente tabla (tabla 111.2):

Tabla Ill.2. Valoracion del indice Kappa

Valor de k Fuerza de la concordancia

<0.20 Pobre
0.21-0.40 Débil
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Buena
0.81-1.00 Muy buena

Un resultado de p<0,05 en el analisis de los datos fue considerado
estadisticamente significativo.
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ANEXO |

Medio de transporte para virus
-Albumina bovina: 5g
-Gentamicina 40 mg/mL: 0,5mL
-Vancomicina 50mg/mL: 0,5mL

-Anfotericina B 250 ng/mL: 5mL

-MEM (minimum essential medium Eagle. SIGMA) 0%: 500mL

Mezcla antibiética para descontaminacion de las muestras
-Gentamicina 40 mg/mL: 10mL
-Vancomicina 50 mg/mL: 10mL
-Anfotericina B 250 ng/mL: 10mL
-Agua bidestilada: 70mL

Se filtré todo con filtro Millipore de 0,22mm en contenedor estéril.

Medio de inoculacion
-TPCK-Tripsina 0,1 mg/mL: 1mL
-Glutamina 30 mg/mL: 1mL
-Gentamicina 40mg/mL: 100nL
-Vancomicina 50 mg/mL: 0,5mL
-Anfotericina B 250 ng/mL: 1mL
-MEM c.s.p.: 100mL

MEM 0%
Para 500mL de medio:

-MEM: 4,8¢g

-HEPES 1M: 10mL

-COzHNa: 5mL

-Glutamina 30 mg/mL: 1mL
-Vancomicina 50mg/mL: 0,5mL
-Gentamicina 40mg/mL: 0,5mL
-Anfotericina B 0,25mg/mL: 5mL
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- Agua c.s.p. 500mL

MEM 1%
-MEM 0%: 500mL

-Suero fetal bovino: 5mL

MEM 10%
-MEM 0%: 500mL

-Suero fetal bovino: 50mL

SOLUCION DE DISGREGACION DE CELULAS

SOLUCION EDTA

PBS pH=7.5c.s.p............ 1000mL

SOLUCION TRIPSINA

Tripsina......cccoeeeeeeeiinnns 2,59
PBS pH=7.5C.S.p...cccce.... 1000mL

Mezclar ambas soluciones y repartir en frascos de cristal a razén de 100ml por
frasco. Congelar a -20°C hasta su uso.

Para usar descongelar, calentar a 37°C y FILTRAR por filtro de 0,22nm.

TAMPON DE CARGA DE ELECTROFORESIS 10X

Bromofenol blue................. 0,4%............... 40mg
Xylencianol................c........ 0,4%............... 40mg
(€] [To1=] (o] I 5mL
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TBE 10X
TRIS base: 549

Acido borico: 27,5¢g
EDTA: 9,3 g 10mL
Agua destilada c.s.p.: 500mL

A + B MIX

Mezcla de reactivos con anticuerpos monoclonales especificos marcados con
fluoresceina frente a gripe Ay B.

Reactivo: IMAGEN Influenza virus A y B (Dako Diagnostics Ltd., Cambrigeshire,
UK).

Para obtener la mezcla de screening de gripe, se mezclé a partes iguales ambas
soluciones con anticuerpos monoclonales de gripe Ay B y se concentr6 mediante

sistema de vacio (Girovap) durante 2 h.
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IV.1. CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS DE
LOS PACIENTES

IV.1.1. PROCEDENCIA

Durante las temporadas 2004-2005 y 2005-2006 se procesaron para estudio
de gripe muestras de exudados nasales y faringeos de 566 pacientes, 300 en la
temporada 2004-2005 y 266 en la temporada 2005-2006. Se recibieron muestras de
24 Centros de Salud en la temporada 2004-2005 y de 18 Centros de Salud en la
temporada 2005-2006 (tabla IV.1).

La distribucion temporal de las muestras recibidas se refleja en la figura IV.1.
Se observa que mientras que en la temporada 2004-2005 hubo un incremento
notable en el nimero de muestras enviadas durante las semanas 2 a 7 de 2005, en
la temporada 2005-2006 el envio fue mas regular, sin existir un aumento claro en

ningun periodo.

Figura IV.1. Distribucion temporal de muestras recibidas
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Tabla IV.1. Procedencia geogréfica de los 566 pacientes

[N (%)]
CENTRO PROVINCIA Total  2004-2005 2005-2006
Pechina Almeria 28 (4,9) 20 (6,6) 8 (3,0)
Virgen del Mar Almeria 207 (36,6) 98 (32,6) 109 (41,0)
S. Martin del Tesorillo Cadiz 12 (2,1) 12 (4,0) -
Sanllcar Barrio Alto Cadiz 9(1,6) 9 (3,0 -
Jérez-San Telmo Cadiz 14 (2,5) 10 (3,3) 4 (1,5)
San Fernando Cadiz 6 (1,0) 2 (0,6) 4 (1,5)
Conil Cadiz 2(0,3) 1(0,3) 1(0,4)
Chana Granada 19 (3,3) 10 (3,3) 93,4
Zaidin Granada 108 (19,1) 59 (19,6) 49 (18,4)
Valverde Huelva 10 (1,7) 10 (3,3) -
Cartaya Huelva 3(0,5) 1(0,3) 2 (0,7)
Peal de Becerro Jaén 16 (2,8) 10(3,3) 6 (2,2)
Alcaudete Jaén 10 (1,7) 7(2,3) 3(1,1)
Céartama Malaga 15 (2,6) 10(3,3) 5(1,9)
Trinidad Jesus-Cautivo Malaga 8 (1,4) 4(1,3) 4 (1,5)
Arahal Sevilla 3(0,5) 3(1,0) -
Fuensanta Sevilla 33 (5,8) 13(4,3) 20 (7,5)
Priego de Cérdoba Cérdoba 1(0,2) 1(0,3) -
Montemar Cadiz 4 (0,7) 2(0,6) 2(0,7)
Barrio Bajo Cadiz 28 (4,9) - 28 (10,5)
El Torrejon Huelva 2(0,3) - 2(0,7)
El Viso Sevilla 6 (1,0) - 6 (2,2)
Adra Almeria 4 (0,7) - 4 (1,5)
Levante Norte Cérdoba 18 (3,2) 18(6,0) -
TOTAL 566 (100) 300 266
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IV.1.2. DATOS DEMOGRAFICOS

IV.1.2.1. EDAD DE LOS PACIENTES

Las edades de los pacientes estaban comprendidas entre los 2 meses y los
96 afnos [mediana: 7 afios (percentil 25= 3, percentil 75= 22)].

Para estudios posteriores, la poblacién fue clasificada en cuatro grupos de
edad, que fueron los siguientes: <15 afos, 15-49 afios, entre 50-65 afios y >65 afios.

Tanto en la temporada 2004-2005 como en la 2005-2006, se observa que el
mayor porcentaje de muestras se obtuvo en el grupo de edad de <15 afios (p<0,001)
(tabla IV.2).

Tabla IV.2. Distribucién de los pacientes por grupos de edad

EDAD (afos) [N (%)]*
TEMPORADA <15 15-49 50-65 >65 TOTAL

2004-2005 184 (61,3) 80 (26,6) 16 (5,3) 20(6,6) 300

2005-2006 204 (v6,7) 47 (176) 10(3,76) 5(1,88) 266
25 (4,4

TOTAL 388 (68,5) 127 (22,4) 26 (4,6) 54,4 566

* 0% de pacientes estudiados por temporada

IV.1.2.2. SEXO DE LOS PACIENTES

Con respecto al sexo de los pacientes, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las dos temporadas (p= 0,317) (tabla IV.3).

Tabla IV.3. Distribucién de los pacientes por grupos de edad

SEXO [N(%)]

Mujer Hombre TOTAL
134 (44,6) 166 (55,3) 300
130 (48,9) 136 (51,1) 266

264 (46,6) 302 (53,3) 566
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Asimismo, se analizé la distribucién de los pacientes por sexo entre los 4
grupos de edad descritos previamente (tabla IV.4), y no se encontraron diferencias

significativas (p= 0,152).

Tabla IV.4. Distribucién de los pacientes por sexo y grupos de edad

Sexo Grupos de edad (afios) [N(%0)] Total
<15 15-49 50-65 >65

Mujeres 169 (43,6)  70(55,1) 13 (50) 12 (48) 264

Hombres 219 (56,4) 57 (44,9) 13 (50) 13 (52) 302

% por grupos de edad

IV.1.3. DATOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

Los principales datos clinicos y epidemioldgicos recogidos de los 566
pacientes estudiados se muestran en la tabla IV.5.

Los sintomas més frecuentes fueron fiebre (90,1%), tos (85,7%) y rinorrea
(78,3%). Sélo el 11,3% de los pacientes estaban vacunados frente a virus de la gripe

y solo el 37,6% presentaban clinica de gripe tipica.

Tabla IV.5. Datos clinico-epidemiologicos de los pacientes

Datos N (%)
Fiebre >38,5°C 510 90,1
Tos 485 85,7
Rinorrea 443 78,3
Odinofagia 387 68,4
S.G.. 113 20

Antibidticos 77 13,6
Vacunacién 64 11,3
CGT 213 37,6

SGI: sintomas gastrointestinales; CGT: clinica gripe tipica
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IV.1.3.1. DATOS CLINICOS Y EPIDEMIOLOGICOS POR GRUPOS DE EDAD

La distribucién de los datos clinicos y epidemiolégicos recogidos de cada
paciente con respecto a los grupos de edad establecidos se resume en la tabla IV.6.

De forma significativa, la vacunacion se dio preferentemente en el grupo de
edad de mayores de 65 afos (64%, p<0,001), y fue significativamente bajo en la
edad pediatrica (8,5%).

Con respecto a los sintomas, se demostraron diferencias por grupos de edad
para la odinofagia (p< 0,001), sintomas gastrointestinales (p< 0,05) y CGT
(p<0,001).

El andlisis de los residuos tipificados en el caso del estudio de odinofagia, nos
permite demostrar que la significacion estadistica se cumple para los grupos de
edad < 15 y 15-49. El porcentaje de pacientes con odinofagia es significativamente
menor en la edad pediatrica, y significativamente elevado en el grupo de edad de 15-
49 afios.

Los sintomas gastrointestinales se dieron con mayor frecuencia en los
menores de 50 afios, destacando el escaso nUmero de pacientes con este sintoma
en el grupo de edad de 50 a 65 afios, aunque el andlisis de los residuos tipificados
no mostré significacion en ninguno de los grupos.

Al igual que ocurre con la odinofagia, la frecuencia de CGT por grupos de
edad demostré que ésta fue significativamente menor en la edad pediatrica (27%), y
significativamente elevada en el grupo de edad de 15-49 afios (70%).

Si bien la sintomatologia en general fue mas manifiesta cuanto menor era la
edad de los pacientes, a excepcion de la odinofagia, la prescripcién de antibiéticos
por el contrario aument6 de forma directa con la edad; de un 13,4% en <15 afios a
un 20% en mayores de 65 afos, aunque estas diferencias no fueron significativas.
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Tabla IV.6. Datos clinicos y epidemioldgicos respecto a los grupos de edad
Grupos de edad (afios) [N (%0)]

Datos clinico- <15 15-49 50-65 >65 TOTAL
epidemiolégicos  n=388 n=127 n=26 n=25 n=566 P
VACUNACION 33 (8,5) 9 (7,1) 6 (23) 16 (64) 64 (11,3)  <0.001
FIEBRE 354 (91,2) 115 (90,6) 21 (80,7) 20(80) 510 (90,1) 0,112
RINORREA 314 (80,9) 95 (74,8) 17 (65,4) 17 (68) 443 (78,2) 0,086
TOS 342(88,1)  102(80,3)  21(80,8) 20 (80) 485(85,7) 0,108
ODINOFAGIA 241 (62,1) 107 (84,3) 23 (88,5) 16 (64) 387 (68,4) < 0,001
SGI* 78 (20,1) 32 (25,2) 1(3,8) 2 (8) 113(19,9) 0,034
ANTIBIOTICOS 52 (13,4) 16 (12,6) 4 (15,4) 5 (20) 77 (13,6) 0,786
CGT* 104 (26,8) 85 (66,9) 11 (42,3) 13 (52) 213(37,6) <0,001

*SGI: sintomas gastrointestinales; **CGT: clinica tipica de gripe

IV.1.3.2. DATOS CLINICOS Y EPIDEMIOLOGICOS POR SEXO

La frecuencia de aparicién de sintomas y otros datos clinico-epidemioldgicos
analizados por sexo no mostro6 diferencias significativas (tabla IV.7).

Tabla IV.7. Datos clinicos y epidemioldgicos respecto al sexo

Datos clinico-epidemiolégicos MUJERES* HOMBRES * p

VACUNACION 32 (12,1) 32 (10,6) 0,596
FIEBRE 242 (91,7) 268 (88,7) 0,262
RINORREA 208 (78,8) 235 (77,8) 0,838
TOS 229 (86,7) 256 (84,8) 0,548
ODINOFAGIA 185 (70,1) 202 (66,9) 0,469
SGI 61 (23,1) 52 (17,2) 0,092
ANTIBIOTICOS 34 (12,9) 43 (14,2) 0,713
CGT 106 (40,2) 107 (35,4) 0,259

* N (%); SGI: sintomas gastrointestinales; CGT: clinica de gripe tipica
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IV.2. CARACTERISTICAS VIROLOGICAS DE LOS
AISLADOS

IV.2.1. DATOS GENERALES

En el conjunto de las dos temporadas, el virus de la gripe se detectd en 152
muestras de las 566 estudiadas (26,8%), 106 en la temporada 2004-2005 (69,7% de
las positivas) y 46 en la temporada 2005-2006 (30,3% de las positivas) (tabla 1V.8).

Tabla IV.8. Virus de la gripe detectados en las temporadas 2004-2005

y 2005-2006
Temporada N % Total muestras
106 35,3* 300
TEMPORADA 2004-2005
TEMPORADA 2005-2006 46 17,3* 266
TOTALES 152 26,8 566

*0% respecto al total de muestras de cada temporada

Todas las muestras de los pacientes incluidos en el estudio fueron tomadas
dentro de los tres dias siguientes al inicio de los sintomas. La media de los dias de
evolucion del cuadro en el momento de la toma de la muestra fue de 1,75 dias

(desviacion tipica: 0,757).

IV.2.2. DISTRIBUCION POR TIPOS Y SUBTIPOS DE LOS VIRUS DE
LA GRIPE

De las 152 muestras positivas, 85 fueron gripe AH3 (55,9% con respecto al
total de positivas), 24 gripe AH1 (15,7%) y 43 gripe B (28,2%) (tabla 1V.9).
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Tabla IV.9. Tipos y subtipos de gripe detectados

VIRUS Subtipo
N (%)*
Gripe A H1 24 (4,2)
H3 85 (15)
Total 109 (19,2)
Gripe B 43 (7,6)
TOTAL 152 (26,8)

*0b respecto al total de muestras recibidas

En las figuras IV.2 y IV.3 se muestra la distribucion temporal por TIPOS de

virus de la gripe. En las dos temporadas se detectaron tanto virus de la gripe A como

B; pero si bien en la temporada 2004-2005 se observan dos ondas de incidencia

separadas en el tiempo para cada uno de los tipos, en la temporada 2005-2006

existi6 un solapamiento en la circulacion de los dos tipos. En la temporada 2004-

2005 las primeras muestras con gripe se recogieron en la semana 48 de 2004 con

un pico de incidencia de muestras positivas entre las semanas 1 y 5 de 2005,

coincidiendo con el aumento de casos con gripe A; mientras que en la temporada

2005-2006, no se detect6 virus de la gripe hasta la semana 5 de 2006, ni se observo

un pico de incidencia claro.

Figura IV.2. Virus de la gripe detectados en temporada 2004-2005
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Figura IV.3. Virus de la gripe detectados en temporada 2005-2006
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De los 106 virus de la gripe detectados en la temporada 2004-2005, la
mayoria (80,2%) fueron gripe A; mientras que en la temporada 2005-2006 no hubo
predominio de ningun tipo; de los 46 virus de la gripe detectados 24 (52,2%) fueron
gripe Ay 22 (47,8%) gripe B.

Cuando analizamos por SUBTIPOS los virus de la gripe A detectados segun
la temporada, se observa que en las dos temporadas circularon virus de la gripe A
diferentes, en 2004-2005, todos fueron AH3, mientras que en 2005-2006 todos
fueron AH1.

IV.2.3. ANALISIS FILOGENETICO DE LOS AISLADOS

El andlisis filogenético de los aislados representativos de las dos temporadas

mostré que en 2004-2005 las cepas de gripe A de Espafa agrupaban en un Unico
cluster diferenciado de la cepa A/Fujian/411/2002 (incluida en la vacuna para ese
afno), y las cepas de gripe B fueron similares a B/Shanghai/361/2002 (linaje
Yamagata). En la temporada 2005-2006, las cepas de gripe A fueron similares a
A/New Caledonia/20/99 (H1N1), y las cepas de gripe B fueron del linaje Victoria,
similares a B/Malasya/2506/04 (figuras 1V.4 y IV.5).

Figura IV.4. Andlisis filogenético de aislados de gripe A
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Figura IV.5. Analisis filogenético de aislados de gripe B
Temporada 2004-2005 Temporada 2005-2006
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I\V.3. EVALUACION DE TECNICAS DIAGNOSTICAS

IV.3.1. RESULTADOS GLOBALES

En total, por el conjunto de las tres técnicas evaluadas se detecto virus de la
gripe en 152 muestras (26,8%). La distribucion de positivos por método y por
temporada se muestra en la tabla IV.10. La técnica que se mostré mas sensible fue
SV-PCR (95,3%).

Tabla IV.10. Resultados positivos de virus de la gripe por cada método

N (%)
SV-IF

74 (69,8)

TEMPORADA

Total positivos
SV-PCR

101 (95,2) 106
2005-2006 44 (956) 45 (97,8) 44 (95,6) 46
TOTAL 131 (86,1) 119(78,2) 145 (95,3) 152

MD: PCR en muestra directa; SV-IF: Inmunofluorescencia directa sobre cultivo en Shell-vial; SV-PCR:
PCR en sobrenadante de cultivo en Shell-vial

MD
87 (82)

2004-2005
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IV.3.2. EVALUACION DE TECNICAS PARA CADA TIPO Y SUBTIPO
DE GRIPE

IvV.3.2.1. Método MD
Con el método MD se detectd virus de la gripe en 131 de las 152 positivas de
las que 100 fueron gripe A (91,7% de las positivas a gripe A) y 31 gripe B (72% de

las positivas a gripe B) (ver tabla I1V.9) (figura IV.6).

Figura IV.6. Deteccién de los tipos de gripe mediante la técnica MD
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Los resultados obtenidos con este método en la deteccion de los distintos
SUBTIPOS de gripe A se muestran en la tabla IV.11. So6lo en un caso de gripe AH1,
el método MD dio resultado negativo, mientras que la deteccion de gripe AH3 fallo

en 8 casos con este método.

Tabla IV.11. Técnica MD en la deteccidn de subtipos de gripe A

Subtipo gripe A N (%) Total Positivos
AH1 23 (95,8) 24
AH3 77 (90,6) 85

TOTAL 100 (91,7) 109
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IV.3.2.2. Método SV-IF

Con el método de SV-IF se detect6 virus de la gripe en 119 muestras de las
152 positivas (78,2%), de los que 78 fueron virus gripe A (71,5% de las 109 virus
gripe A) y 41 virus gripe B (95,3% de las 43 gripe B) (ver tabla I1V.9) (figura IV.7).

Figura IV.7. Deteccién de los tipos de gripe mediante la técnica SV-IF
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Cuando analizamos los resultados obtenidos en la deteccion de SUBTIPOS
de virus gripe A, se observa que en el caso de virus gripe AH3, con este método se
detectaron 54 de las 85 positivas (63,5%) y todos los virus de la gripe AH1fueron

detectados por este método (tabla IV.12).

Tabla IV.12. Técnica SV-IF en la deteccion de subtipos de gripe A

Subtipo N (%) Total Positivos
AH1 24 (100) 24
AH3 54 (63,5) 85

TOTAL 78 (71,5) 109
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IV.3.2.3. Método SV-PCR
Mediante esta técnica, se detectaron 145 positivos (95,3% del total de
positivos), 104 fueron virus gripe A (95,4% del total de positivos de gripe A) y 41

fueron gripe B (95,3% del total de virus gripe B detectados) (figura IV.8).

Figura IV.8. Deteccién de los tipos de gripe mediante la técnica SV-PCR
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Dentro de los virus de la gripe A detectados, mediante SV-PCR, se detectaron
81 de las 85 muestras positivas con AH3 (95,2%) y 23 de las 24 positivas con AH1
(95,8%) (tabla IV.13).

Tabla IV.13. Técnica SV-PCR en la deteccion de subtipos de gripe A

Subtipo N (%) Total Positivos
AH1 23 (95,8) 24
AH3 81 (95,2) 85
TOTAL 104 (95,4) 109

En conclusién, la mayor sensibilidad se obtuvo con SV-PCR. Con las técnicas
SV-IF y MD, se obtuvieron resultados similares con gripe AH1, sin embargo SV-IF
fue mejor en la deteccion de gripe B y MD en la deteccion de gripe AH3.
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IV.3.3. CONCORDANCIA ENTRE LOS TRES METODOS PARA
DETECCION DE GRIPE

En las tablas IV.14 a IV.16 se muestra la comparacion y concordancia de
resultados dos a dos entre los tres métodos para deteccion de gripe.

Tabla IV.14. Concordancia entre los métodos SV-PCR y MD

MD
Positivo Negativo
SV-PCR Positivo 125 20
Negativo 6 415

Kappa:0,876

Tabla IV.15. Concordancia entre los métodos SV-IF y MD

MD
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 104 15
Negativo 27 420

Kappa: 0,785

Tabla IV.16. Concordancia entre los métodos SV-IF y SV-PCR

SV-PCR
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 118 1
Negativo 27 420

Kappa: 0,862

Como se puede observar, la mayor concordancia se obtiene entre los
métodos SV-PCR y MD. (tabla 1V.14).
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IV.3.3.1. CONCORDANCIA ENTRE LOS METODOS PARA LA DETECCION DE

GRIPE AH3

En las tablas IV.17 a 1V.19, se muestra la comparacién de resultados dos a

dos entre los tres métodos para deteccién de gripe AH3. La mayor concordancia se

obtiene de nuevo entre los métodos SV-PCR y MD. (tabla 1V.17).

Tabla IV.17. Concordancia entre MD y SV-PCR en la deteccion de gripe AH3

MD
Positivo Negativo
SV-PCR Positivo 73 8
Negativo 4 481
Kappa: 0,912

Tabla IV.18. Concordancia entre MD y SV-IF en la deteccion de gripe AH3

MD
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 52 2
Negativo 25 487
Kappa: 0,768

Tabla IV.19. Concordancia entre SV-PCR y SV-IF en la deteccion gripe AH3

SV-PCR
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 54 0
Negativo 27 487

Kappa: 0,774
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IV.3.3.2. CONCORDANCIA ENTRE LOS METODOS PARA LA DETECCION DE
GRIPE AH1

En las tablas IV.20 a IV.22, se muestran la comparacion de resultados dos
a dos entre los tres métodos para deteccion de gripe AH1.

La mayor concordancia se vuelve a obtener entre los métodos SV-PCR y
MD (tabla IV.20), aunque fue muy alta para el resto de los métodos comparados dos

a dos.

Tabla IV.20. Concordancia entre MD y SV-PCR en la deteccion de gripe AH1

MD
Positivo Negativo
SV-PCR Positivo 23 0
Negativo 0 543
Kappa: 1,000

Tabla IV.21. Concordancia entre MD y SV-IF en la deteccion de gripe AH1

MD
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 23 1
Negativo 0 542
Kappa: 0,978

Tabla IV.22. Concordancia entre SV-PCR y SV-IF en la deteccion de gripe AH1

SV-PCR
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 23 1
Negativo 0 542

Kappa: 0,978
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IV.3.3.3 CONCORDANCIA ENTRE LOS METODOS PARA LA DETECCION DE

GRIPE B

En las tablas IV.23 a IV.25, se muestran la comparacion de resultados dos

a dos entre los tres métodos para deteccion de gripe B. La mayor concordancia en

este caso se obtiene para los métodos SV-IF y SV-PCR (tabla IV.25).

Tabla IV.23. Concordancia entre MD y SV-PCR en la deteccion de gripe B

MD
Positivo Negativo
SV-PCR Positivo 29 2
Negativo 12 523
Kappa: 0,793

Tabla IV.24. Concordancia entre MD y SV-IF en la deteccion de gripe B

MD
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 29 12
Negativo 2 523
Kappa: 0,793

Tabla IV.25. Concordancia entre SV-IF y SV-PCR en la deteccion de gripe B

SV-PCR
Positivo Negativo
SV-IF Positivo 41 0
Negativo 0 525

Kappa: 1,000
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IV.4. RELACION ENTRE LOS DATOS CLINICO-
EPIDEMIOLOGICOS DEL SINDROME GRIPAL Y LOS
RESULTADOS VIROLOGICOS

IV.4.1. RELACION ENTRE GRIPE Y EDAD, SEXO Y ESTADO
VACUNAL

Se encontraron diferencias significativas en el n® de casos de gripe por grupos
de edad. El andlisis de comparacién de los resultados por grupos de edad dos a dos
(residuos tipificados) demostré que esta significacion se daba en los grupos de edad
<15 afios, en los que el porcentaje de positivos fue menor, y en el grupo de edad de

15 a 49 afios, en el que este porcentaje fue mayor con respecto al resto.
No se encontraron diferencias significativas en los casos de gripe por sexo ni

en funcion del estado vacunal de los sujetos, aunque se observa un porcentaje
mayor (tabla IV.26).

Tabla IV.26. Relacion entre gripe y edad, sexo y estado vacunal

EDAD (afios) POSITIVOS [n (%)]* TOTAL <P
<15 88 (22,7) 388
15-49 49 (38,6) 127
0,005
50-65 7 (26,9) 26
>65 8 (32) 25
SEXO
Mujer 70 (26,5) 264
0,865
Hombre 82 (27,2) 302
ESTADO VACUNAL
VACUNADO 22 (34,4) 64 0.150
NO VACUNADO 130 (25,9) 502 ’

*0% respecto al total de cada categoria
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IV.4.2. RELACION ENTRE GRIPE Y DATOS CLINICOS

Se analizé la presencia o ausencia de sintomas clinicos y otros datos como la
administracién de antibioticos en los casos confirmados de gripe. No se demostré
una relacién directa entre gripe confirmada y presencia de un determinado sintoma o
dato clinico, excepto para la fiebre y la CGT. Casi la mitad de los pacientes con CGT
tenian gripe, frente a sélo un 16% con gripe y sin este dato clinico. En el caso de la
fiebre, este resultado no es analizable ya que uno de los criterios de inclusién para la
toma de muestra para investigacion de virus de la gripe dentro de la campafia de
vigilancia era la presencia de fiebre. Por tanto, casi todos los pacientes con estudio
viroloégico tienen este signo clinico. No obstante, se enviaron muestras de 56
pacientes sin fiebre y en 5 de ellos se detecta virus de la gripe (tabla 1V.27).

Tabla IV.27. Correlacion entre casos confirmados de gripe y clinica

N (%)*
Sl NO P
Fiebre >38,5°C 147/510 5/56 0,001
Tos 135/485 17/81 0,198
Rinorrea 121/443 31/123 0,640
Odinofagia 106/387 46/179 0,673
S.G.. 31/113 121/453 0,877
Antibidticos 15/77 137/489 0,116
CGT 94/213 58/353 <0,0001

S.G.l, sintomas gastrointestinales; CGT, clinica de gripe tipica; *n° positivos/n°
pacientes con y sin sintomas (%)

Se calcularon los valores de sensibilidad (S), especificidad (E), valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) para los sintomas y CGT,
demostrando que a excepciéon de los SGlI, todos ofrecen una elevada E y VPN, sin
embargo, la S y VPP son muy bajos (tabla IV.28). Solamente la CGT ofrecid

diferencias estadisticamente significativas en los casos confirmados de gripe, y por
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los datos de S, E, VPP y VPN demostré ser el parametro clinico que mejor se

correlacionaba con la gripe.

Tabla IV.28. Sensibilidad (S), Especificidad (E), valor predictivo positivo,
(VPP), valor predictivo negativo (VPN) y Odds ratio (OR) de los datos clinicos
para predecir los casos de gripe

Variable S E VPP VPN OR (IC 95%)*
Fiebre 0,96 0,12 0,29 0,91 4,13 (1,62-10,56)
Tos 0,89 0,15 0,28 0,79 1,45 (0,82-2,57)
Rinorrea 0,79 0,22 0,28 0,75 1,11 (0,71-1,76)
Odinofagia 0,68 0,32 0,27 0,74 1,09 (0,73-1,63)
SGI 0,20 0,80 0,27 0,7 1,04 (0,65-1,65)
CGT 0,62 0,71 0,44 0,84 4,02 (2,72-5,94)

*Intervalo de confianza del 95%

IV.4.3. RELACION ENTRE TIPO Y SUBTIPO DE GRIPE Y EDAD,
SEXO Y ESTADO VACUNAL

La mayor tasa de deteccién de gripe se obtuvo para el grupo de edad
comprendido entre 15 y 49 afios (ver tabla 1V.26). Sin embargo, en nlumeros
absolutos, el mayor n° de casos de gripe se dio en menores de 15 afos. Este hecho
fue mas manifiesto cuando se trat6 de gripe B y AH1 (69,7 y 70,8% de casos de
cada tipo, respectivamente) que en el caso de gripe AH3 (48,2%). Sin embargo, no
se demostraron diferencias significativas por grupos de edad en relacién al tipo o
subtipo detectado (p= 132) (tabla IV.29). No se detect6 gripe AH1 en las personas
mayores de 50 afnos.
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Tabla IV.29. Distribucién de tipo y subtipo de gripe por grupos de edad

N (%)*
TIPO/SUBTIPO TOTAL
EDAD (afios) Gripe B Gripe AH1  Gripe AH3
<15 30 (69,8) 17 (70,8) 41 (48,2) 88
15 - 49 10 (23,3) 7(29,2) 32 (37,6) 49
50 - 65 2(4,7) 0 5(5,9) 7
>65 1(2,3) 0 7 (8,2) 8

*06 respecto al total de cada tipo o subtipo

No se demostraron diferencias significativas en la distribuciéon de tipo y
subtipo de gripe en funcion del sexo de los pacientes (p=0,063) (tabla IV.30).

Tabla IV.30. Distribucién de tipo y subtipo de gripe por sexo

N (%)*
TIPO/SUBTIPO TOTAL
SEXO Gripe B Gripe AH1  Gripe AH3
Mujer 16 (37,2) 16 (66,7) 38 (44,7) 70 (46)
Hombre 27 (62,8) 8 (33,3) 47 (55,3) 82 (54)

*06 respecto al total de cada tipo o subtipo

No se demostraron diferencias significativas entre los tipos y subtipos
detectados de gripe y el estado vacunal (p=0,514). Con respecto a los casos
aparecidos en vacunados el mayor porcentaje se debid a virus de la gripe B (18,6%)
(tabla IV.31).

Tabla IV.31. Distribucion de tipo y subtipo de gripe por estado vacunal
N (%)*
TIPO/SUBTIPO TOTAL

VACUNACION Gripe B Gripe AH1  Gripe AH3
No vacunado 35 (81,3) 22 (91,6) 73 (85,8) 130 (85,5)
Vacunado 8 (18,6) 2 (8,3) 12 (14,1) 22 (14,5)

*06 respecto al total de cada tipo o subtipo
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Hay que destacar que de los 43 casos de gripe B, 21 de éstos se dieron en la
temporada 2004-2005 (19,8% del total de positivos de gripe en esa temporada), y
sélo 1 (4,8%) estaba vacunado. En la temporada 2005-2006 hubo 22 casos de gripe
B (47,8% del total de positivos en esa temporada) y 7 de ellos eran vacunados
(31,8%).

IV.4.4. RELACION ENTRE TIPO Y SUBTIPO DE GRIPE Y DATOS
CLINICOS

Los resultados de la comparacion entre los datos clinicos y los distintos tipos
y subtipos de gripe aparecen reflejados en la tabla IV.32.

Tabla IV.32. Distribucién de tipo y subtipo de gripe en funcion de los datos

clinicos
N(%)*
TIPO/SUBTIPO
CLINICA Gripe B Gripe AH1 Gripe AH3 TOTAL p
Fiebre 42 (97,6) 23 (95,8) 82(96,4) 147 (96,7) 0,902
Tos 38 (88,4) 22 (91,6) 75 (88,2) 135 (88,8)  0.890
Rinorrea 32 (74,4) 17 (70,8) 72(84,7)  121(79,6) 0.201
Odinofagia 26 (60,4) 16 (66,6) 64 (75,3) 106 (69,7) 0.212
SGl 10 (23,2) 2 (8,3) 19 (22,3) 31(20,4) 0277
CGT 18 (41,9) 12 (50) 64 (75,3) 94 (61,8) <0,001
Antibidticos 3 (6,9) 2 (8,4) 10 (11,7) 15 (9,9) 0,666
TOTAL 43 (100) 24 (100) 85 (100) 152 (100)
SGil, sintomas gastrointestinales, CGT, clinicasggt%(i)p))e tipica; *N (% respecto al total de cada tipo o

Los datos clinicos mas frecuentes fueron en los tres virus de gripe los
mismos: fiebre, tos y rinorrea. Pero donde se observé mas sintomatologia en general

fue en los casos con subtipo AH3.

Se apreci6 relacién estadistica entre tipo y subtipo de gripe y CGT. Al analizar
este resultado, se observé que los pacientes infectados con gripe AH3 presentaban
CGT de forma mayoritaria (75,3%), frente a los infectados por AH1l que la
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presentaban en un 50%, y sobre todo frente a los infectados por gripe B, que sélo
presentaban CGT en el 42% de los casos.

Ninguno de los restantes datos clinicos se asocid significativamente a
padecer infeccion por un determinado subtipo de gripe. Sélo se aprecié alguna
diferencia, que no llegd a ser significativa, en el caso de la odinofagia y la rinorrea,
que se dio con méas frecuencia en pacientes infectados con gripe AH3 vy los
sintomas gastrointestinales que se dieron con menor frecuencia en infectados por

gripe AHL.

La sensibilidad de los SGI fue muy baja en los tres tipos de gripe. Sin
embargo los valores de especificidad fueron elevados para todos. Destaca
especialmente el subtipo AH3 par el cual los datos clinicos ofrecieron en general los
mejores resultados de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo (tablas 1V.33, IV.34 y 1V.35).

Tabla IV.33. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) de los datos clinicos para el subtipo AH1

Variable S E VPP VPN
Fiebre 0,96 0,77 0,16 0,99
Tos 0,92 0,79 0,16 0,99
Rinorrea 0,71 0,81 0,14 0,98
Odinofagia 0,67 0,83 0,15 0,98
SGI 0,08 0,95 0,06 0,96

CGT 0,50 0,85 0,13 0,97
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Tabla IV.34. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y

valor predictivo negativo (VPN) de los datos clinicos para el subtipo AH3

Variable S E VPP VPN
Fiebre 0,95 0,86 0,56 0,99
Tos 0,88 0,87 0,56 0,98
Rinorrea 0,85 0,90 0,59 0,97
Odinofagia 0,75 0,91 0,60 0,95
SGI 0,22 0,97 0,61 0,88
CGT 0,75 0,94 0,68 0,96

Tabla IV.35. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) de los datos clinicos para el tipo B

Variable S E VPP VPN
Fiebre 0,97 0,80 0,28 0,99
Tos 0,88 0,82 0,28 0,99
Rinorrea 0,74 0,83 0,26 0,97
Odinofagia 0,60 0,85 0,24 0,96
SGI 0,23 0,96 0,32 0,94

CGT 0,42 0,85 0,19 0,95
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Desde el punto de vista clinico, la gripe es una enfermedad
generalmente autolimitada, que afecta a la poblacion general y cuya morbi-
mortalidad es especialmente importante en ciertos grupos de poblacién
denominados de “riesgo” (mayores de 65 afios y personas con patologias de
base), aunque su distribucién es universal y puede afectar a personas de todas
las edades.

Anualmente, en la época invernal (generalmente de Diciembre a Abril en
nuestro medio) aparecen epidemias de gravedad variable, durante las cuales la
tasa de ataque pueden ser del 10-20% en la poblacién general, y ain mayor en
determinados grupos de edad, especialmente en nifios (Neuzil y cols, 2000);
esto se traduce en un incremento en el nidmero de personas atendidas en
centros sanitarios por infecciones respiratorias agudas. Durante estas
epidemias se observa un incremento de la mortalidad global que puede ser
atribuible a complicaciones debidas a la gripe.

Ademas, el potencial pandémico de la gripe, unido a la posibilidad de su
control, lograron que esta enfermedad pasara a ser el objetivo preferente de la
vigilancia nacional e internacional, incluso antes de que la deteccion de casos
de infeccion humana por cepas aviares de los virus de la gripe en estos ultimos
afos volviera a poner de actualidad la amenaza de una nueva pandemia
(Mateo y cols, 2006), que se ha materializado recientemente en la primera
pandemia del siglo XXI, por el nuevo virus de la gripe A(H1IN1)v (Dawood y
cols, 2009).

Cualquier sistema que imaginemos para vigilar esta enfermedad debe
atender a los objetivos de detectar y caracterizar precozmente los virus de la
gripe circulantes y evaluar su capacidad de difusion en la poblacién. Y eso solo
puede hacerse con la integracion de la informacién virolégica y epidemiolégica
de la enfermedad. El mantenimiento de sistemas de vigilancia, basados
exclusivamente en procedimientos de declaraciones universales de casos de
enfermedades segun criterios de sospecha clinica, no ha ayudado mucho a la
vigilancia de la gripe, porque el registro y el analisis de casos individuales es
habitualmente una tarea lenta, cuando no imposible, mientras que la falta de

especificidad de los datos recogidos convierte esa tarea en algo de limitado



94 Discusiéon

valor. Otros procedimientos que han pretendido afiadir mas especificidad a la
vigilancia de la enfermedad, como la notificacion microbioldgica de laboratorios,
tampoco han sido de gran ayuda, puesto que siempre resulta dificil conocer la
repercusion epidemioldgica de esos datos. La posibilidad de unir informacion
clinica, epidemiolégica y microbiologica de una enfermedad en una poblacion,
junto a la rapidez en la transmision de esa informacion ha sido durante afios el
viejo suefio de los “vigilantes” de la gripe y s6lo ha hecho falta el desarrollo de
los denominados sistemas centinela para hacerse realidad (Mateo y Sanchez,
2002; Mateo y cols, 2006).

V.1. CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS DE LOS
PACIENTES

La distribucién de la poblacién de estudio demuestra que casi el 70% de
los pacientes correspondié a la edad pediatrica. Aunque esta cifra es muy
elevada, no es sorprendente dado que se ha descrito que los nifios son el
principal reservorio de las infecciones respiratorias y que las tasas de ataque
son mayores en este grupo de poblacion (Gwaltney, 2000; Munoz, 2002).
Ademas, el hecho de que algunos de los médicos generales atendieran
también a poblacion pediatrica puede haber influido en parte al incremento en
el n° de nifios incluidos en el estudio.

Independientemente de los resultados de laboratorio, el curso
epidemioldgico de las epidemias anuales de gripe se recogen por el Centro
Nacional de Epidemiologia, dentro de la Red Nacional de Vigilancia de gripe,
mediante informes semanales en base a las declaraciones que los médicos
centinela realizan por casos de gripe clinica. Aparte de la fiebre, cuya presencia
fue uno de los criterios de inclusion de la poblacion de estudio, el andlisis del
resto de sintomas demuestra que la tos, la rinorrea y la odinofagia son
mayoritarios frente a los sintomas gastrointestinales. Estos sintomas (tos,
rinorrea y odinofagia) estan habitualmente incluidos entre los criterios de
sindrome gripal o infeccién respiratoria aguda (ECDC, 2009).

Sin embargo, aunque los criterios clinicos de sindrome gripal se suelen
aplicar a toda la poblacion, los diferentes grupos de edad pueden reflejar

diferentes sintomas. En el grupo de poblacibn pediatrica se dan
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mayoritariamente tos y rinorrea, sin embargo es menos frecuente la odinofagia.
En este grupo puede haber influido la incapacidad de valorar este signo en
lactantes y nifios pequefios, que constituyen un porcentaje importante entre el
grupo de poblacion pediatrica evaluada. Igualmente, la CGT incluye sintomas
clinicos que probablemente sélo han podido ser evaluados en nifios mayores
como escalofrios y mialgias.

La vacunacion y la prescripcion de antibiéticos se dieron mas frecuentemente
en el grupo > 65 afios. Este grupo de poblacién supone uno de los grupos de
riesgo en los habitualmente se recomienda la vacunacion frente a la gripe
estacional cada afio (CDC, 2005).

La prescripcion de antibidticos en casos clinicos de infeccion respiratoria
se da mas frecuentemente en estos pacientes. Tanto la vacunacion como la
prescripcion de antibiéticos son légicamente mas frecuentes en este grupo de
edad porque ambos van encaminados a evitar las complicaciones debidas a la
gripe. Se sabe que la neumonia bacteriana secundaria, una de las
complicaciones de la gripe, requiere muy frecuentemente hospitalizacién, y la
tasa de mortalidad es elevada especialmente en pacientes ancianos y aquellos
con enfermedades cardiovasculares o respiratorias (Low, 2008).

V.2. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y VIROLOGICAS DE LOS
AISLADOS

Durante la temporada 2004-2005, la tasa de deteccién de virus gripales
fue el doble de la obtenida en la siguiente temporada. Segun los datos del
Centro Nacional de Epidemiologia, es durante esta temporada cuando el pico
de incidencia de gripe ha alcanzado su maximo, incluso superior al alcanzado
con la actual gripe pandémica.

La distribucién temporal de los tipos y subtipos gripales detectados en
las dos temporadas refleja que: durante ambas temporadas cocirculan los dos
tipos virales Ay B. En la temporada 2004-2005, la circulacion de gripe B sigue
a la de gripe AH3, Unico subtipo de gripe A detectado en nuestra poblacién de
estudio. La cocirculacién de gripe Ay B dentro de una misma temporada suele
ser frecuente, y también ha sido descrito que habitualmente el pico de

incidencia de gripe B sigue al pico de actividad de gripe A, como ocurre en
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nuestra muestra durante esta temporada y como ha sido reflejado en otras
areas del mundo durante ese periodo (Hay y cols, 2001, Huang y cols, 2007).

Las detecciones virales durante la siguiente temporada, 2005-2006 se
produjeron mas tarde con respecto a la temporada anterior. La actividad gripal
tuvo un comienzo tardio en la temporada 2005-2006. En la temporada 2004-
2005, se inici6 la onda epidémica en la semana 50/2004 y se alcanzé la
maxima incidencia en la semana 2/2005. El analisis de los datos
epidemioldgicos y viroldgicos, procedentes del Sistema Centinela para la
vigilancia de la gripe en nuestro pais, reflejé un ligero aumento de la incidencia
en la semana 6/2006 (5 al 11 de febrero de 2006), aunque no fue hasta la
semana 9 (26 de febrero al 9 de marzo de 2006) cuando la tasa global de
incidencia super6 el umbral basal. Al igual que ocurre con el resto de sistemas
de vigilancia regionales de Espafa, durante esa temporada hubo un
predominio claro en la deteccion de subtipo AH1, seguido de gripe B, que en
este caso, circularon concomitantemente durante el mismo periodo (SVEA,
2006).

El andlisis filogenético del gen de la hemaglutinina de las cepas aisladas
demostré que en la temporada 2004-2005 las cepas de gripe A agrupaban,
junto con todas las demas cepas caracterizadas a nivel nacional y otras de
paises del Hemisferio Norte, en un cluster Unico. Estas cepas eran similares a
A/California/1/2004 (H3N2), variante distinguible antigénicamente de la cepa
A/Fujian/411/2002 (H3N2) utilizada en la vacuna recomendada para esa
temporada. Las cepas de gripe B fueron similares a B/Shanghai/361/2002
(linaje Yamagata), coincidente con la incluida en la vacuna (Red de Vigilancia
epidemioldgica, 2005).

En la temporada 2005-2006, las cepas de gripe A fueron similares a
A/New Caledonia/20/99 (H1N1), cepa utilizada en la vacuna recomendada
para esa temporada, y las cepas de gripe B fueron del linaje Victoria, similares
a B/Malasya/2506/04 (Red de Vigilancia epidemioldgica, 2006).

El andlisis genético de las cepas en cada temporada nos viene a reflejar
dos hechos:
- En la primera temporada, la cepa de gripe AH3 aislada era diferente de la
incluida en la vacuna. Esta temporada la tasa de incidencia de gripe fue muy
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elevada, de hecho es la mas elevada de los Ultimos afios (por encima de la
tasa de incidencia detectada para la gripe A(H1N1)v en 2009-2010. La gripe
AH3 circulante en la temporada 2004-2005 fue la responsable principal de
numerosos brotes y este pico tan elevado de incidencia. Puede que, en parte,
esta actividad alta de gripe se debiera a fallos vacunales por la variabilidad
antigénica entre las dos cepas, la circulante y la vacunal.

- Por otra parte, la actividad gripal en la temporada 2005-2006 fue casi de la
mitad con respecto a la temporada anterior. La cepa de gripe AH1 circulante
era similar a la incluida en la vacuna. El Unico hecho destacable tras el andlisis
filogenético de las cepas fue que la cepa de gripe B (B/Malasya/2506/04) era
de diferente linaje que el incluido en la vacuna. Esto condicion6 el cambio de
formulacion de la vacuna del afio siguiente, en que se sustituy6 la variante
B/Shanghai/361/2002 (detectada en afios anteriores, e incluida en la vacuna de
esa temporada) por B/Malasya/2506/04. Estos resultados pueden explicar que
un n° importante de las cepas de gripe B detectadas en la temporada 2005-
2006 fueran pacientes vacunados.

V.3. UTILIDAD DE TRES METODOS DIAGNOSTICOS EN EL SISTEMA DE
VIGILANCIA DE GRIPE EN ANDALUCIA

El estandar de oro para la detecciéon de virus de la gripe ha sido
tradicionalmente el cultivo celular por su buena sensibilidad, pero en contra
esta el tiempo preciso para emitir un resultado (6-14 dias). Posteriormente, se
consiguié acortar este tiempo gracias al cultivo rapido mediante técnica de
“shell-vial” y posterior revelado con anticuerpos monoclonales tipo y/o subtipo-
especificos mediante IF que reduce el tiempo a 48 h. El SV ha demostrado
tener buena correlacién con el cultivo tradicional para la deteccion de los virus
de la gripe Ay B (Navarro y cols, 1999; Shin-Ru y cols, 1999; Zitterkopf y
cols, 2006). Sin embargo, la deteccién de los virus en cultivo celular mediante
técnicas de IF esta condicionada a una elevada variabilidad, dependiente entre
otros de factores como la experiencia del observador y un adecuado nimero de
células. Ademas tienen baja sensibilidad y especificidad especialmente en los
periodos de menor prevalencia del virus en cada temporada y en poblaciones
especiales, tales como los inmunodeprimidos y la poblacibn anciana
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(Henrickson 2004). Adicionalmente, los anticuerpos monoclonales para
subtipado de gripe A mediante IF, han demostrado ofrecer una baja
sensibilidad.

Los métodos moleculares de diagnéstico, y en concreto el mas utilizado
en virologia clinica que es la PCR, estan basados en la deteccién del genoma
viral en la muestra. Han sido utilizadas dianas de diferentes genes para
amplificacion, tipado y/o subtipado de virus de la gripe como el gen de la
matriz, de la hemaglutinina, y de la proteina NS. Al ser el virus de la gripe un
virus ARN, se requiere un paso previo de conversion a ADN complementario
(ADNCc) mediante retro-transcripcion (RT).

La elevada sensibilidad y especificidad de la RT-PCR ha revolucionado
el diagndstico virolégico de la gripe, mejorando asi la calidad de los datos de
casos confirmados dentro de los sistemas de vigilancia (Liolios y cols, 2001,
Coiras y cols, 2003, Freymuth y cols, 2006, Rahman y cols, 2008; Mahony,
2008).

En un sistema de vigilancia de gripe, nos interesa conseguir la maxima
sensibilidad para la deteccion de virus, y lo que ha contribuido al aumento de
sensibilidad de deteccion de tipo y subtipo de gripe ha sido las técnicas de
biologia molecular. Desde la introduccion de estas técnicas, la deteccion de
virus gripales asi como el subtipado ha mejorado respecto a temporadas
anteriores donde se detectada por inmunofluorescencia y existia un alto

porcentaje de virus de la gripe A que no se subtipaban (Navarro y cols, 2005).

La prevalencia en nuestro estudio fue del 26,8%. La prevalencia puede
variar respecto a otros estudios dado que tiene que tenerse en cuenta que los
valores de positividad pueden variar ampliamente dependiendo de la
temporada y las caracteristicas antigénicas de los virus circulantes. Esta
variabilidad podemos observarla al analizar otras temporadas. En Andalucia
(temporadas 2000-2001, 2001-2002) encontramos una prevalencia de virus de
gripe detectados de un 18,5% (Navarro y cols, 2005). En la temporada 2003-
2004, en Andalucia, la prevalencia aumenta a un 21,5%. En estas temporadas
la deteccion de virus de la gripe se realizaba mediante cultivo celular. A partir
de la temporada 2007-2008 la deteccion de virus de la gripe se realiza por
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métodos de biologia molecular. La prevalencia aumenta a partir del momento
en que se aplica RT-PCR para la determinacién de gripe. La prevalencia en la
temporada 2006-2007 en Andalucia es un 23,5% y en la temporada 2007-2008
(que se introduce la RT-PCR para la deteccién de gripe) aumenta a un 37,3%
(Red de Vigilancia centinela de gripe de Andalucia, 2008). Otros autores
demuestran tasa de deteccion de virus gripales superiores a las encontradas
en el sistema de Vigilancia de Gripe en Andalucia en periodos anteriores a la
introduccion de la biologia molecular como herramienta diagnostica, oscilando
entre 32,3% y 56% (Ellis y cols, 1997; Zambon y cols, 2001; Leitmeyer y
cols, 2002; Hyndiyeh y cols, 2005), aunque en algunos de estos estudios sélo
se evalla el periodo epidémico de la temporada, lo cual hace que aumente

significativamente el rendimiento de la prueba.

Otros factores pueden a su vez haber influido en este aumento de la
tasa de deteccion, entre los cuales cabria destacar el tipo de muestra.

Entre las muestras respiratorias para aislamiento del virus o la deteccién
rapida, las muestras nasofaringeas son tipicamente mas efectivas que los
escobillones faringeos (Heikkinen y cols, 2001; Sung y cols, 2008). En
temporadas anteriores a la temporada 2005-2006, las muestras utilizadas para
deteccion de virus de la gripe en la Red de Vigilancia en Andalucia eran
exudados faringeos o nasales. A partir de esa temporada, se tomaron
exudados de ambas localizaciones de cada paciente. Actualmente, esta es la
muestra recomendada para deteccion de virus de la gripe en los sistemas de
Vigilancia a nivel mundial. Este hecho puede a su vez haber influido en un
mejor rendimiento en el diagnéstico de gripe, sobre todo teniendo en cuenta
gue otros factores, como la demora en el transporte y/o las condiciones
inadecuadas del mismo pueden ser efectos deletéreos adicionales en la carga

virica de la muestra.

Las técnicas de RT-PCR se han mostrado como las técnicas de mayor
sensibilidad. La superioridad de la RT-PCR frente al cultivo ha sido demostrada
por muchos estudios (Atmar y cols, 1996; Ellis y cols, 1997; Boivin y cols,
2001; Liolios y cols, 2001, Coiras y cols, 2003, Freymuth y cols, 2006;
Rahman y cols, 2008).
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En el analisis de la distribucién de positivos para virus de la gripe por
método y por temporada, obtenemos la mayor sensibilidad en la técnica SV-
PCR (95,4% de los positivos por cualquiera de los tres métodos). Existen pocos
trabajos en los que esta técnica, es decir el procedimiento integrado de cultivo
celular y posterior deteccion del crecimiento viral mediante RT-PCR, se haya
evaluado. También estos autores demuestran un mejor rendimiento diagnostico
utilizando esta combinacién de métodos (Chan y cols, 2003; Choo y Kim,
2006).

Solo hubo un resultado positivo por SV-IF y negativo por SV-PCR,
correspondiente a una gripe AH1 (0,6% de las muestras positivas).
Tedricamente, las técnicas moleculares son mas sensibles que las que
detectan antigenos virales, como es el caso de la IF (Pregliasco y cols, 1998;
Plakokefalos y cols, 2000; Loens y cols, 2006; Tenorio y cols, 2009; Reina
y cols, 2010) EIl resultado discrepante obtenido en este caso sélo podria
explicarse por presencia de sustancias inhibidoras de la PCR en esa muestra
concreta, hecho que no puede excluirse dado que no se utilizé control interno
de la reaccién para detectar posibles inhibiciones. Algunas muestras
nasofaringeas pueden contener inhibidores de la reverso-transcriptasa y la Taq
DNA polimerasa, y los inhibidores pueden permanecer en el producto de la
extraccion junto con los acidos nucleicos. Algunos estudios demuestran a su
vez que los escobillones de alginato célcico pueden inhibir la PCR (Poddar y
cols, 1998; Queiroz y cols, 2001).

Los restantes resultados negativos mediante SV-PCR fueron sélo
positivos por la técnica MD. Esto podria haber sido consecuencia de una
demora en el envio y/o procesamiento de la muestra y/o toma de muestra
subdptima, que pudieran conducir a la presencia de virus no viables, de los que

solo seria detectable el ARN viral mediante técnicas de amplificacion génica.

Mediante la técnica SV-PCR, se detectaron 145 positivos: 104 fueron

virus gripe A (95,4% del total de virus de la gripe A detectados) y 41 fueron
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gripe B (95,3% del total de virus de la gripe B detectados). Dentro de los
subtipos de gripe A, mediante esta técnica se detectaron 23 de las 24 muestras
positivas para gripe AH1, y 81 de las 85 muestras positivas para gripe AH3; la
tasa de deteccion de cada subtipo fue similar con esta técnica, 95,8% y 95,3%,
respectivamente.

Con la técnica MD, se obtuvieron los mismos resultados de sensibilidad
con gripe AH1 que con la técnica SV-PCR (23 de 24 positivos); sin embargo, la
sensibilidad de deteccién de gripe AH3 y gripe B fue menor, 90,6% y 72,1%,
respectivamente.

El virus de la gripe tiene una elevada tasa de mutacion espontanea.
Mutaciones en los diferentes genes del virus, y principalmente en aquellos que
codifican para la hemaglutinina y neuraminidasa, conducen a cambios
antigénicos menores que determinan la revision y/o cambio de la composicién
de la vacuna antigripal anualmente (Hay y cols, 2001; CDC, 2004). Estas
nuevas variantes, a su vez, pueden condicionar la sensibilidad de las técnicas
moleculares de diagnostico por mutaciones puntuales en las regiones que
hibridan con los cebadores disefiados para la RT-PCR especifica de cada tipo
0 subtipo.

En este trabajo, la deteccion mediante SV-PCR ofrece mejor rendimiento
gue la técnica MD. Aungue la herramienta para la deteccion del virus es la
misma, el material de partida varia. Con la integracion de la RT-PCR del
sobrenadante del cultivo como método de lectura del crecimiento viral se
consigue una doble amplificacion del virus: amplificacion “in vivo” mediante el
cultivo celular y posterior amplificacién “in vitro” mediante el sistema de lectura
mas sensible, que es la RT-PCR. Esta doble amplificacion puede explicar una
mayor sensibilidad de la técnica SV-PCR con respecto a MD para detectar
determinados tipos o0 subtipos de gripe.

La RT-PCR utilizada en las temporadas evaluadas en este trabajo
(Stockton y cols, 1998) fue disefiada en 1996. La composicion de la vacuna
para la temporada 1997-1998 incluia una cepa de gripe A H3N2 analoga a
A/Sydney/5/97(H3N2). Por el contrario, la cepa de gripe A H3N2 recomendada
para la vacuna antigripal de la temporada 2004-2005 (primera temporada de
este trabajo) era una cepa similar a A/Fujian/411/2002 (H3N2). Aunque la
homologia entre ambas cepas es alta (Nelson y cols, 2009), la evolucién
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flogenética a lo largo de los afios en el gen de la hemaglutinina, podria explicar
diferencias en la sensibilidad de distintos meétodos diagnoésticos. Asi,
determinadas cepas podrian ser mas facilmente recuperables mediante cultivo

celular que mediante técnicas moleculares subéptimas y viceversa.

Con el método SV-IF se detecté virus de la gripe en un 78,2%, 71,5% de
los virus de gripe A y 95,3% de los virus de gripe B. Esto coincide con otros
trabajos donde encontramos sensibilidades de deteccion por IF de SV desde
55,2% hasta 86% (Zitterkopf y cols, 2006; Boivin y cols, 2001).

Esta técnica tiene ademas un inconveniente con respecto a la RT-PCR,
tanto de muestra directa como de sobrenadante de cultivo. S6lo permite
diferenciar el tipo de virus de la gripe con un rendimiento aceptable. Existen
anticuerpos monoclonales comerciales para deteccion especifica de cada
subtipo de gripe A. Sin embargo, el subtipado de gripe A mediante técnicas de
IF ofrece un rendimiento muy bajo. En un estudio previo, que utilizaba IF
directa sobre la monocapa celular para deteccién de subtipo de gripe A, de los
123 aislados de virus de la gripe A, solo pudo identificarse el subtipo en 67 de
ellos, siendo no subtipables el 45,5% de los aislados (Cantudo, 2003).

Cuando analizamos los resultados obtenidos con la técnica SV-IF para
cada subtipos de virus gripe A (caracterizado mediante RT-PCR), se observa
gue en el caso de virus gripe AH3, con este método se detectaron 54 de las 85
positivas (63,5%) y que todos los virus de la gripe AH1 fueron detectados por
este método. Para gripe B también la sensibilidad fue baja, un 71,5% frente a
95,4% por el método SV-PCR.

La mayor concordancia se obtuvo en el diagnéstico de gripe B, entre
las técnicas SV-IF y SV-PCR. Probablemente, el 6ptimo rendimiento del cultivo
celular para este tipo viral, y un rendimiento homogéneo en la deteccion de
antigeno de gripe B en cultivo mediante técnicas de IF, por estar éste sujeto a
menores cambios antigénicos a lo largo del tiempo, hacen que las técnicas de
RT-PCR e IF como sistema de lectura del crecimiento viral ofrezcan tasas de
sensibilidades similares.
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Por tanto, la combinacion de cultivo rapido mediante técnica “shell-vial”
seguido de deteccidon del crecimiento mediante RT-PCR del sobrenadante del
cultivo, ofrece sensibilidad maxima. Ademas, este método permite recuperar la
cepa de gripe para posteriores estudio de caracterizacidbn genética, que son
fundamentales en los sistemas de Vigilancia de Gripe, porque permiten definir
las cepas circulantes en cada temporada, y redisefiar nuevas vacunas para
temporadas venideras que incluyen cepas gripales analogas a las detectadas
en temporadas anteriores.

La reciente introduccion de kits de PCR en tiempo real, con claras
ventajas con respecto a la nested-PCR en cuanto a menor riesgo de
contaminacién y menor tiempo requerido para obtener un resultado, en
combinacién con el empleo de sistemas automaticos de extraccién de acidos
nucleicos, ha simplificado bastante el procedimiento diagndstico de virus de la
gripe. Un ejemplo de ello es la PCR en tiempo real recomendada como técnica
de referencia para la deteccion del virus pandémico H1IN1 2009 (WHO, 2009).

V.4. RELACION ENTRE LOS DATOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS Y LOS
RESULTADOS DE LABORATORIO

Aunque mas de la mitad de los casos de gripe corresponde a menores
de 15 afios, la tasa de deteccion en este grupo es menor que en el grupo de
edad de 15-49 afios. Estos dos grupos de edad constituyen el 90% de los
casos confirmados de gripe. A partir de 50 afios, hay una reduccion importante
en el n° de casos de gripe. Los nifios son la poblacion mas afectada de gripe
anualmente (Monto y Kioumehr, 1975). Por otra parte, la poblacién adulta de
mayor edad es la menos afectada. Una posible explicacion a estos resultados
puede extraerse de la mayor cobertura vacunal en este grupo de edad y/o al
papel que pueden jugar otros patdgenos virales y bacterianos en estos
sindromes (Graat y cols, 2003).

Es de destacar el resultado, en principio contradictorio, en cuanto a los
casos de gripe entre vacunados, que fue superior a los no vacunados. Cuando
analizamos los tipos virales detectados en estos dos grupos vemos que es el

tipo B el que se detecta en mayor porcentaje (18,3%) entre los pacientes
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vacunados seguido de la gripe AH3 (14%). S6lo un 8% de los casos de gripe
AH1 estaban vacunados. Probablemente esto es debido a fallo vacunal en
ambas temporadas, en 2004-2005 por la cepa de gripe AH3 que circuld, y en la
temporada 2005-2006 por la cepa de gripe B, en ambos casos, fue
antigénicamente diferente a la incluida en la vacuna de cada temporada (Red
de Vigilancia de la gripe en Espafia, 2005).

Ademas no hubo ningun caso de gripe AH1 entre los pacientes mayores
de 50 afos. Este grupo de edad, y principalmente los mayores de 65 afios son
los individuos en los que mayor cobertura vacunal se obtiene cada afo, y
ademas la cepa de gripe AH1 que circuld en nuestro grupo de estudio estaba

antigénicamente relacionada con la cepa vacunal.

Cuando se comparan los datos clinicos con los resultados de laboratorio
vemos que, de forma general, los parametros mejor asociados con gripe
confirmada fueron fiebre y CGT. En el primer caso, el resultado obtenido no es
valorable, ya que la fiebre era uno de los criterios de inclusion de los pacientes.
A pesar de ello, algunos médicos centinela de la Red enviaron muestra de
pacientes sin fiebre (n=56), confirmandose gripe en 5 casos (8,9%). Esto
demuestra que a pesar del elevado valor predictivo negativo de la fiebre,
existen casos de gripe que pueden cursar sin este sintoma. En numerosos
estudios y sistemas de vigilancia ha sido incluido este sintoma como criba para
el estudio de laboratorio de gripe (Bonhoeffer y cols, 2004). Sin embargo, hay
que analizar la prioridad para realizar el estudio microbiol6gico en pacientes sin
fiebre, especialmente cuando se trata de definir los parametros clinicos ante
nuevas variantes de virus gripales. En este sentido, la experiencia que se tiene
con la actual gripe pandémica A(HLN1)v nos ha demostrado que alrededor de
un 3% de pacientes con gripe pandémica en Espafia no tenian fiebre
(Ministerio de Sanidad y Politica Social, 2009).

A diferencia de estudios previos, la tos no fue un buen parametro clinico
para predecir los casos de gripe. En este estudio, el valor predictivo negativo
fue inferior al obtenido en un estudio similar realizado en temporadas anteriores

(Navarro y cols, 2005). Al igual que en este estudio, los restantes datos



Discusiéon 105

clinicos no se correlacionaron con los casos confirmados de gripe. Y solamente

la CGT muestra diferencias estadisticamente significativas.

En el trabajo realizado por Navarro y cols en 2005, la insensibilidad de la
técnica de subtipado no permiti6 establecer una relacion entre los tipos y
subtipos de gripe con la clinica. En este trabajo, hemos estudiado ademas esta
relacion.

El cuadro tipico de gripe se produce con cualquier tipo de virus de la
gripe, aunque algunos autores sugieren que la enfermedad causada por virus
de la gripe B puede ser mas leve e incluso pueden existir diferencias en la
presentacion clinica dependiendo del subtipo de virus de la gripe A (Carrat y
cols, 1999). El subtipo de gripe podria estar relacionado con la gravedad de la
enfermedad. El subtipo AH3 es méas severo que la infeccion por gripe AH1.
(Zambon My cols, 2001).

Como se ha reflejado anteriormente, los resultados obtenidos en este
trabajo son similares. Donde se observé mas sintomatologia en general fue en
los casos con subtipo AH3. Aunque sigue observandose un elevado valor
predictivo negativo de todos los datos clinicos para los casos de gripe
producidos por los 3 tipos virales, pero destaca el elevado valor predictivo
positivo de la clinica para el subtipo AH3.

Se aprecio significacion estadistica entre tipo y subtipo de gripe y CGT.
Al analizar este resultado, se observé que los pacientes infectados con gripe
AH3 presentaban CGT de forma mayoritaria (75,3%), frente a los infectados
por AH1 que la presentaban en un 50%, y sobre todo frente a los infectados por
gripe B, que solo presentaban CGT en el 42% de los casos

Ninguno de los restantes datos clinicos se asocio significativamente a
padecer infeccién por un determinado subtipo de gripe. S6lo se aprecio alguna
diferencia, que no llegd a ser significativa, en el caso de la odinofagia, que se
dio con mas frecuencia en pacientes infectados con gripe AH3 y los sintomas
gastrointestinales que se dieron con menor frecuencia en infectados por gripe
AH1.
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No se observaron diferencias en cuanto a sensibilidad, especificidad y
valores predictivos de los datos clinicos entre los pacientes con gripe AH1 y los
pacientes con gripe B.

En este estudio, la variante de gripe AH3 es la que ocasiona una
infeccibn mas sintomética. La posibilidad de ausencia de inmunidad en la
poblacion afectada de gripe AH3 por variabilidad antigénica entre la cepa que
circulo en el periodo de estudio y la cepa vacunal, han podido determinar que
en nuestro grupo de poblacion los sintomas de un sindrome gripal se hayan

correlacionado mejor con este subtipo viral.
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1. El mayor n° de casos de IRA y/o sindrome gripal correspondié a la poblacién

pediatrica.

2. Los sintomas mas comunmente asociados al sindrome gripal fueron tos,

rinorrea y clinica tipica de gripe.

3. Se detect6 una distribucién temporal de muestras positivas diferente en los
dos periodos evaluados: la tasa maxima de detecciones en la temporada
2004-2005 correspondi6 a la semana 3, mientras que en la temporada 2005-

2006 se produjo en la semana 13.

4. No se detectd cocirculacion de subtipos de gripe A dentro de una misma
temporada, mientras que los casos de gripe B se dieron en ambas

temporadas, independientemente de la deteccion de otro subtipo de gripe A.

5. El analisis filogenético de los aislados demostré similitud con las cepas
vacunales para la gripe AH3 y AH1, y para la gripe B en la temporada 2004-
2005. Sin embargo, en la 22 temporada, los aislados de gripe B analizados
correspondian a un linaje diferente al incluido en la vacuna de ese afo. Esto
podria explicar la mayor tasa de deteccidn de este tipo gripal en ese periodo,
probablemente por fallo de la vacuna.

6. El método diagnéstico que ofrecié un mejor rendimiento fue el cultivo en shell-
vial y deteccion de aislados mediante RT-PCR del sobrenadante. Este
método ademas ofrece una ventaja con respecto a la deteccion directa de la
muestra por métodos moleculares, ya que permite realizar posteriores
estudios de caracterizacion genética, imprescindibles en un sistema de

vigilancia de gripe.

7. La mayor concordancia entre técnicas se obtuvo para la deteccion de gripe
AH1.

8. Cualquiera de las técnicas moleculares (MD y SV-PCR) demostr6é una buena

concordancia en la deteccion de los subtipos de gripe A; sin embargo, en el
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caso de la gripe B, la concordancia maxima se dio entre las técnicas que
utilizaban el cultivo (SV-IF y SV-PCR).

9. El mejor pardmetro clinico para predecir la gripe fue la presencia de clinica
tipica segun los criterios establecidos por la WONCA.

10.Este dato fue especialmente relevante cuando se traté de casos de gripe
AH3, por lo que parece que la infeccién por este subtipo produce un cuadro

clinico mas intenso.

11.La confirmacion de casos de gripe en un Sistema de Vigilancia mediante la
doble amplificacion, in vivo por cultivo celular, e in vitro por amplificacion del
genoma de aislados ofrece enormes ventajas con respecto a las otras
técnicas: permite caracterizacion posterior de los aislados y ofrece resultados
mas fiables para establecer los criterios clinicos relacionados con la gripe y
para la deteccién precoz de la misma en cada temporada.
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