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Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad infecciosa a nivel mundial. Se estima que representan
alrededor del 75% de las patologias agudas en paises desarrollados, y que el 80-90%
de las IRA son de etiologia viral. Las infecciones del tracto respiratorio superior, como
rinitis, faringitis o laringitis son las infecciones mas frecuentes en nifios, en quienes se
producen de 3 a 8 episodios al afo, que suponen a nivel mundial, segun datos del
CDC, 12-32 millones de episodios al afio en nifios de entre 1 y 2 afios (Bloom y
Cohen, 2007).

Constituyen un importante motivo de hospitalizacion 'y  muerte,
fundamentalmente en los meses frios del afio (Neuzil y cols, 2003; Navarro-Mari y
cols, 2003), y sobre todo en nifios menores de 2 afos, ancianos mayores de 60 afios,
inmunocomprometidos o enfermos cronicos con cardiopatias, broncopatias crénicas,
etc (Arnold y cols, 2006). Tienen gran impacto socioeconémico debido al amplio
consumo de recursos del sistema sanitario, sobre todo por el tratamiento de sus
complicaciones y el uso inapropiado de antibioticos (Gonzales y cols, 2001; Neuzil y
cols, 2000), y debido a que son responsables de un elevado numero de casos de
absentismo laboral (Barenfanger y cols, 2000).

En la practica clinica, no siempre se identifica un virus especifico causante de la
enfermedad, debido a las limitaciones de las técnicas diagnosticas disponibles y/o a la
presencia de patdgenos aun no conocidos (Allander y cols, 2007b). Las técnicas
usadas tradicionalmente en el diagnostico de laboratorio de las IRA de etiologia viral
han sido el cultivo celular o técnicas de inmunofluorescencia. Los recientes avances en
biologia molecular, y sobre todo la introduccion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), han mejorado considerablemente la proporcion de infecciones
respiratorias no diagnosticadas. A pesar de todo, aun queda por asociar un
microorganismo causal en el 40-60% de las infecciones respiratorias agudas (Louie y
cols, 2005).

l.L1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS INFECCIONES
RESPIRATORIAS VIRALES

Una de las principales caracteristicas clinicas de las infecciones respiratorias
agudas es la inespecificidad de los sintomas: un mismo cuadro clinico puede estar

causado por distintos agentes virales, y un virus concreto puede producir diferentes
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cuadros clinicos. Ademas, las IRA de etiologia viral suelen presentar algunas

caracteristicas comunes, como son la existencia de un periodo de incubacion

relativamente corto, o similares mecanismos de transmision (tabla I.1).

Tablal.1. Epidemiologia y manifestaciones clinicas de las IRA de origen viral

Virus Periodo de incubacion  Via de transmisién Predominio estacional
Gripe A,ByC 1-5 dias Contacto directo, féomites  Invierno
. Contacto directo (gotas _ .
Rinovirus 2-3 dias ) . Otofio y primavera
respiratorias)
. ) . Contacto directo (gotas ) .
Virus respiratorio . Invierno y primavera
o 5 dias respiratorias, )
sincitial (VRS) ) (noviembre-marzo)
nosocomial)
) Contacto directo gotas o
Parainfluenza 1, 2, ) . P-1y 2 (otofio-invierno)
2-6 dias respiratorias, .
3,4y5 ) P-3 (primavera)
nosocomial)
Contacto directo Todo el afio, en forma de
(inhalacion de gotas brotes intermitentes.
Adenovirus 2-14 dias . . _ ) .
respiratorias, via Pequefias epidemias en
conjuntival), via fecal-oral instituciones
. Contacto directo (gotas . .
Coronavirus 3-4 dias . . Invierno y primavera
respiratorias)
. Contacto directo (gotas . .
Metapneumovirus &? ) ] Invierno y primavera
respiratorias)
) Contacto directo (gotas Todo el afio (invierno vy
Bocavirus &? ) . .
respiratorias)??? primavera) ???
Poliomavirus KIV y ) .
&7 Contacto directo ??? Primavera
wuv
Nuevos coronavirus )
Contacto directo (gotas o
(HCoV-NL63 y &? ) . Otofio e invierno
respiratorias)
HKU1)
Contacto directo (gotas
SARS-CoV 4-7 dias respiratorias, 7
nosocomial)
Contacto directo (gotas ) .
) . Brotes epidémicos en verano
Enterovirus 2-5 dias respiratorias), via fecal-

oral

y otofio

IRVA: infeccion respiratoria de vias altas. IRVB: infeccion respiratoria de vias bajas.

También es muy variable la gravedad de los sintomas de una IRA, que puede

determinar la necesidad de atencion médica primaria, en centros de salud y

consultorios, y en otras ocasiones, de atencion médica hospitalaria.
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Otro elemento de variabilidad es el nivel de afectacion del tracto respiratorio, que
da lugar a que las IRA se clasifiquen en infecciones del tracto respiratorio superior o
infecciones de vias altas e infecciones del tracto respiratorio inferior o infecciones de

vias bajas.

1.1.1. INFECCIONES DEL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR

e RESFRIADO COMUN. Es una enfermedad leve, autolimitada y muy frecuente.
En los paises desarrollados es una de las principales causas de absentismo
laboral y escolar. Fuera de los estudios epidemiologicos, no se realiza
diagnostico etiologico; pero se ha relacionado con rinovirus, coronavirus (CoV),
virus respiratorio sincitial (VRS), virus parainfluenza (VPI), adenovirus (ADV),
enterovirus, virus de la gripe y metapneumovirus humano (hMPV), entre otros
(Pérez-Trallero y Vicente-Anza, 2005).

La transmision de los virus se produce por contacto directo con
secreciones contaminadas a través de las manos, seguido de la
autoinoculacion en la nariz o la mucosa conjuntival, y en menor proporcion por
aerosoles directamente de una persona contaminada a otra sana. El periodo
de incubacion es de 12-72 horas. Las personas infectadas son contagiosas
desde horas antes del inicio de los sintomas hasta el segundo o tercer dia
desde la aparicion de los mismos.

Son frecuentes los brotes familiares, en colegios e instituciones cerradas,
debido a la gran cantidad de virus excretado y la alta vulnerabilidad de los
sujetos.

En el cuadro clinico predominan la congestion nasal y la rinorrea, sin
fiebre. Comienza con dolor de garganta, que enseguida se acompana de picor
nasal, estornudos, rinorrea y tos.

El diagndstico es clinico y el tratamiento sintomatico.

e FARINGITIS AGUDA. Afecta a nasofaringe y/o orofaringe. Ademas del
importante papel del estreptococo B-hemolitico del grupo A (Streptococcus
pyogenes), los virus respiratorios (VR) (sobre todo ADV, virus de la gripe, VPI,
rinovirus y VRS) son los agentes etiologicos mas frecuentes, causando en
torno al 40% de los casos (Pérez-Trallero y Vicente-Anza, 2005).
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Aunque es una enfermedad leve, su impacto sociosanitario es muy
elevado, ya que constituye uno de los motivos mas frecuentes de consulta
medica y de prescripcion antibiotica.

El sintoma clave es la odinofagia, que suele acompafarse de malestar
general, conjuntivitis, tos, rinorrea o diarrea. Generalmente, la ausencia de
fiebre sugiere una etiologia virica.

El diagnostico es clinico, y solo se realiza cultivo bacteriano para

confirmar la implicacion del estreptococo —hemolitico.

e LARINGITIS AGUDA. Es la inflamacion de la mucosa laringea y de las cuerdas
vocales. Cursa con disfonia y tos seca irritativa, sin fiebre. El curso es leve y
autolimitado, con una duracion media de 3 dias. La mayoria de los episodios
son secundarios a procesos viricos (por virus de la gripe, VPI, ADV, rinovirus y
CoV) de las vias altas y aparecen tras cuadros catarrales (Pérez-Trallero y
Vicente-Anza, 2005).

e LARINGOTRAQUEOBRONQUITIS AGUDA o CRUP. Es la inflamacion del
espacio subglotico que afecta a nifios y que produce un cuadro caracteristico
de estridor inspiratorio, tos y ronquera. La etiologia es habitualmente virica. Se
relaciona fundamentalmente con VPI tipo 1, pero también con VPI tipo 2 y 3,
virus de la gripe, VRS, rinovirus y enterovirus (Pérez-Trallero y Vicente-Anza,
2005).

Tras un catarro en los dias previos, el cuadro comienza generalmente
durante la noche, de forma brusca, con tos seca y resonante, ronquera y
estridor inspiratorio.

e OTITIS MEDIA AGUDA. Es la inflamacién del oido medio, y se caracteriza por
la presencia de liquido en él, junto con la aparicion de sintomas locales o
generales de comienzo rapido. La etiologia es principalmente bacteriana
(Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus). La coinfeccion con virus se
observa en el 30-40% de los casos, pero menos del 10% de las otitis medias
estan causadas exclusivamente por virus (Pérez-Trallero y Vicente-Anza,
2005).



Introduccion | 21

e SINUSITIS. Es la inflamacion de los senos paranasales, que se acompafa de
congestion nasal, dolor o presién facial y rinorrea purulenta. Se produce por
obstruccion al flujo de las secreciones sinusales, habitualmente secundaria a la
inflamacion de la mucosa nasal. Una vez que se ha producido el edema de la
mucosa Y la obstruccion al flujo sinusal, las secreciones quedan atrapadas y
de forma secundaria se produce sobrecrecimiento bacteriano (Pérez-Trallero
y Vicente-Anza, 2005).

En su etiologia intervienen todas las posibles causas de inflamacion de la

mucosa, destacando los procesos infecciosos viricos y los alérgicos.

e EPIGLOTITIS. Es un proceso infeccioso que cursa con inflamacion de la
epiglotis y estructuras supraepigloticas, y que puede producir obstruccion
subita de las vias respiratorias. La faringe y las cuerdas vocales estan
indemnes. La etiologia suele ser bacteriana (Pérez-Trallero y Vicente-Anza,
2005).

1.1.2. INFECCIONES DEL TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR

¢ BRONQUITIS AGUDA. Se caracteriza por inflamacion de la mucosa bronquial,
de menos de 90 dias de duracién. En nifios y adultos sanos, la etiologia virica,
por rinovirus, CoV, ADV y hMPV, es la mas frecuente. También son posibles la
etiologia bacteriana, cuando se producen complicaciones del cuadro o en
pacientes con alguna patologia de base, y la etiologia no infecciosa.
El sintoma principal es la tos, y la expectoraciéon es frecuente
(Gobernado-Serrano y Menéndez-Villanueva, 2005).

e REAGUDIZACION DE LA ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA
CRONICA (EPOC). Aunque son mas frecuentes las causas no infecciosas o
las causas bacterianas, aproximadamente el 30% de las agudizaciones
infecciosas de la EPOC estan causadas por virus, sobre todo por virus de la
gripe, VPI, ADV, rinovirus y VRS (Gobernado-Serrano y Menéndez-
Villanueva, 2005).

o BRONQUIOLITIS. Afecta a las vias respiratorias superior e inferior, y conduce
a la obstruccién de los bronquiolos. Ocurre en nifios menores de 2 afos, con

incidencia maxima entre los 3 y 6 meses de edad. Antes del mes de vida es
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menos frecuente por la proteccion de los anticuerpos transplacentarios
maternos (Gobernado-Serrano y Menéndez-Villanueva, 2005).

El agente etiologico mas frecuente es el VRS, que se descubre en mas
del 80% de los niflos menores de 2 afos con bronquiolitis. Otros agentes
menos frecuentes son ADV, VPI, virus de la gripe B, hMPV, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, rinovirus, enterovirus y citomegalovirus
en inmunodeprimidos.

El cuadro clinico comienza con coriza, congestion nasal y febricula. En 2-
5 dias afecta a vias inferiores, con tos, a veces vémitos, disnea, sibilancias,
retraccion de musculos intercostales y dificultad para la respiracion y la

alimentacion.

e NEUMONIA. Existe afectacién del parénquima pulmonar, producido por la
proliferacion de microorganismos en el interior de los alveolos, que provocan
una respuesta inflamatoria y lesiéon de los tejidos (Carratala-Fernandez y
Verdaguer-Rius, 2005).

Los VR son causa poco frecuente de neumonia (2-15%). Suelen estar
implicados los virus de la gripe, VPI, ADV y VRS, sobre todo en adultos y
durante los meses frios del afo. Producen un cuadro clinico conocido
clasicamente como neumonia atipica, que se caracteriza por inicio subagudo,
tos seca o escasamente productiva, ausencia de dolor pleuritico, predominio
de las manifestaciones extrapulmonares (cefalea, artromialgias, etc.),

condensacion radioldgica de tipo no lobular, y disociacion clinico-radioldgica.

|.2. ETIOLOGIA DE LAS INFECCIONES RESPIRATORIAS AGUDAS DE
ORIGEN VIRAL

Tradicionalmente, en la categoria de VR se incluyen los llamados virus
respiratorios “clasicos”; es decir, los virus de la gripe Ay B, VRS, VPI tipos 1, 2 y 3,
ADV, rinovirus, CoV 229E y OC43, y algunos enterovirus (Henderson y cols, 1979;
Yun y cols, 1995). Pero en los ultimos afios se han afiadido a este grupo otros virus,
como hMPV (Van den Hoogen y cols, 2001), nuevos CoV [CoV humano NL63 (Van
der Hoek y cols, 2004), CoV humano HKU1 (Woo y cols, 2005) y CoV causante del
Sindrome Respiratorio Agudo Grave o CoV-SRAG (Ksiazek y cols. 2003)], bocavirus
(HBoV, Allander y cols, 2005) o los nuevos poliomavirus HKU (Allander y cols,
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2007(a)) y WU (Gaynor y cols, 2007), parvovirus tipo 4 (Jones y cols, 2005) y 5
(Manning y cols, 2007) o mimivirus (La Scolay cols, 2005).

Los VR tienen distribucion mundial, y también en Espafa se han comunicado

casos debidos a estos nuevos virus (Ordas y cols, 2006; Vicente y cols, 2003).

La identificacion de nuevos virus en muestras de pacientes hace necesario
establecer su potencial patogeno y, para ello, redefinir los postulados de Koch
(Fredericks y Relman, 1996), de forma que para considerar que un microorganismo es

el causante de una enfermedad, es necesario que:

- el microorganismo esté presente en pacientes con la enfermedad y ausente

en los sanos

- el microorganismo provoque la enfermedad en un animal sano susceptible de

ser inoculado, y luego pueda ser aislado en dicho animal

- el hospedador demuestre la relacion causal entre el nuevo microorganismo

por una respuesta inmune especifica frente al virus

Ademas, la asociacion nuevo microorganismo-enfermedad solo se confirma con

la ausencia de dicho microorganismo en grupos control.
1.2.1. VIRUS RESPIRATORIOS “CLASICOS”
[.2.1.1. VIRUS DE LA GRIPE

.2.1.1.1. Etiologia

Pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Son virus esféricos, de 80-120 nm de
diametro, con ARN monocatenario de polaridad negativa y segmentado. Este ARN esta
rodeado por una nucleocapside, de simetria helicoidal, formada por un solo tipo de
proteina: una nucleoproteina (NP). Rodeando la nucleocapside, existe una envoltura
lipidica, que tiene su origen en la membrana celular de la célula huésped, y esta

revestida en su interior por la proteina matriz (M1) y la proteina transmembrana (M2).

En base a los antigenos de la NP y M1, se diferencian tres tipos: virus de la gripe
A, virus de la gripe B y virus de la gripe C. Ademas, el virus de la gripe A se divide en

subtipos en base a las glicoproteinas mayores de membrana: hemaglutinina (HA) y
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neuraminidasa (NA), que se encuentran atravesando la envoltura a modo de

proyecciones.

En el interior de la nucleocapside también existen tres proteinas con actividad
polimerasa, asociadas al ARN y la NP: PB1 y PB2, implicadas en la transcripcion del

ARNm, y PA, implicada en la replicacion del ARN viral.

También se han descrito dos proteinas no estructurales: NS1 y NS2, cuya

funcién no se conoce bien.

Las dos proteinas mas importantes del virus desde el punto de vista de la
infectividad, antigenicidad e inmunidad son HA y NA (Atmar, 2007).

La HA, llamada asi por su capacidad para aglutinar eritrocitos, es responsable
de la union del virus con el receptor de la célula huésped e interviene en la fusién y
penetracion 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.

La NA tiene actividad sialidasa, y por tanto interviene en la ruptura de la unién
entre los residuos de acido sialico de la superficie celular y la HA, favoreciendo asi la
liberaciéon de las particulas virales y su propagacién 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.

Se han descrito en el virus A 16 HA (H1 a H16) y 9 NA (N1 a N9). La
combinacion de estas dos proteinas da lugar a los diferentes subtipos de gripe A.
Aunque actualmente solo afectan a humanos los subtipos H1N1 y H3N2, responsables
junto con el virus B de las epidemias anuales de gripe, a lo largo de la historia han
circulado otros subtipos en el hombre que han producidos brotes y epidemias (H2N2,
H5N1, H7N7, H7N3, HON2) (Casas y Pozo, 2005).

Para la gripe B solo se conoce un subtipo de hemaglutinina y neuraminidasa.

La segmentacion del genoma hace posible el intercambio de material genético
entre dos virus A de distintos subtipos antigénicos, incluyendo cepas que solo afectan a
animales, dentro de un mismo hospedador. Esto constituye lo que conocemos como

cambios antigénicos mayores (“antigenic shift’), que dan lugar a un nuevo virus, frente
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al cual el hombre carece de inmunidad, y a la aparicion de pandemias, que no ocurren

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

También se producen variaciones menores o deslizamientos antigénicos
(“antigenic drift”), que afectan sobre todo a la HA y suponen la aparicién de una nueva
cepa o variante frente a la cual la poblacion tiene solo una inmunidad parcial por
exposiciones anteriores a las cepas originarias. Estas son responsables de las
epidemias anuales y de la necesidad de reformulacién de la vacuna antigripal trivalente
cada ano.

Parece que el subtipo H3N2 produce epidemias mas graves que H1N1 o gripe B,
lo que provoca mayores tasas de ingreso y mayor morbilidad (Ortiz de Lejarazu y
Rodriguez-Torres, 2005).

El virus puede ser inactivado por radiaciones ionizantes, pH > 9 o < 5,
temperaturas superiores a 50 °C, detergentes idnicos y no idnicos y solventes
organicos. Se mantiene estable durante meses en tampodn fosfato salino (PBS) con
albumina y refrigerado a 4 °C.

[.2.1.1.2. Epidemiologia

El virus de la gripe es adquirido a través de las secreciones respiratorias, por
inhalacion de aerosoles que contienen el virus, o por contacto directo con las

secreciones contaminadas.

Una vez que el virus se deposita en las vias aéreas, puede adherirse y penetrar
en las células del epitelio columnar si esto no es impedido por la accidn mecanica del
aparato mucociliar o por anticuerpos secretores especificos. Producida la adsorcion, el
virus inicia su ciclo de replicacion, que dura de 4 a 6 horas. El virus puede replicarse

tanto en el tracto respiratorio superior como en el inferior en personas infectadas.

El periodo de incubacion hasta el comienzo de la enfermedad y excrecién del
virus es de 1 a 5 dias. La duracion de la excrecion viral después del comienzo de la
enfermedad es de 3 a 5 dias en los adultos. Los nifios pueden excretar el virus durante
un periodo mas prolongado (desde 6 dias antes del comienzo de los sintomas hasta 13
dias después). Las personas inmunodeprimidas pueden excretar el virus durante

semanas.
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El mayor impacto socioeconomico de la gripe recae en ancianos y nifios
pequefios, pues en ellos se produce el mayor numero de hospitalizaciones (Neuzil y
cols, 2003; Navarro-Mari y cols, 2003). Ademas, la poblacion infantil es la
responsable de la introduccién, difusion y probablemente del mantenimiento de la gripe
en la comunidad (Monto, 2004; Peltola y cols, 2003).

1.2.1.1.3. Clinica

La patologia que acompaia a la infeccidn por influenza resulta de la destruccion
celular causada por la replicacion viral. El virus produce inflamacion difusa de la laringe,
traquea y bronquios, con inflamacion de la mucosa y edema. A partir del tercero a
quinto dia del inicio de los sintomas, comienza la regeneracion del epitelio, estando
presentes, simultdneamente, procesos destructivos y procesos reparativos (Murphy y
Webster, 1996).

La gripe no complicada se caracteriza por el comienzo brusco de sintomas
sistémicos como dolor de cabeza, fiebre, escalofrios, mialgias, malestar y anorexia
acompafados por sintomas respiratorios, principalmente tos seca, secrecion nasal y
dolor de garganta (Dolin, 1991; Treanor, 2000). En los nifios son frecuentes las
nauseas, vomitos y otitis (Ryan-Poirier, 1995; Neuzil y cols, 2002; Peltola y cols,
2003).

Una de las complicaciones mayores de la gripe es la neumonia bacteriana

secundaria. (Glezen y Couch, 1997).

[.2.1.1.4. Virus de la gripe A H5N1

Los primeros casos de gripe A H5N1 (gripe aviar) en humanos se detectaron en
1997 (Beigel y cols, 2005). Hasta entonces, se consideraba un subtipo patégeno
exclusivo de aves. Estos casos se produjeron en nifios y adultos jévenes con un
contacto estrecho y continuado con poblaciones de aves infectadas. Después de un
periodo de incubacion de 2-4 dias, se presenta de forma muy variable, pudiendo
producir desde una infeccion asintomatica, fiebre con sintomas gastrointestinales, o

neumonia y fallo multiorganico.
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1.2.1.1.5. Virus de la gripe A H1N1 variante pandémica 2009

En abril de 2009, la OMS informé de un nuevo virus de la gripe A(H1N1)v,
productor de gripe en humanos en Méjico y EE.UU.(World Health Organization,
2009). La extension del nuevo virus a otros paises llevo a la situacion de alerta
pandémica, y en junio de 2009 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) elevo el
nivel de la pandemia de fase 5 a fase 6 (Chan, 2009).

El analisis filogenético del nuevo virus revel6 un cuadruple origen, con presencia
de material genético del linaje clasico porcino americano, el linaje aviar norteamericano,
el linaje humano H3N2 y el inaje porcino H1N1 euroasiatico (Dawood y cols, 2009;
Garten y cols, 2009).

En la mayoria de los casos la infeccion cursa en forma de infeccion respiratoria
autolimitada, no complicada, y la mayoria de los casos graves se presentaron en
personas jovenes menores de 60 afnos, a diferencia de lo que suele observarse durante
las epidemias de gripe anuales, en donde los casos graves ocurren mas
frecuentemente entre nifios menores de 2 afios y mayores de 65 afios. En un alto
porcentaje de los casos graves existian factores de riesgo conocidos para padecer las
complicaciones de la gripe (como enfermedad pulmonar cronica o enfermedad

cardiovascular (World Health Organization, 2009; Navarro-Mari y cols, 2010).
1.2.1.2. VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL (VRS)

.2.1.2.1. Etiologia

Pertenece a la familia Paramixoviridae, subfamilia Pneumovirinae género
Pneumovirus. El virion esta formado por una nucleocapside (proteinas N, Py L) y el
genoma, constituido por ARN monocatenario de polaridad negativa. Esta rodeado por
una doble capa lipidica que proviene de la membrana de la célula huésped, y en la que
se encuentran tres glucoproteinas de membrana codificadas por el genoma virico: la
glucoproteina G, que se encarga de la adhesion del virus a las células; la proteina F,
responsable de la fusion de la membrana del virus con la de la célula huésped; y la
glucoproteina SH, con caracter hidrofébico.

Pueden distinguirse dos grandes grupos en el VRS, por sus diferencias
antigénicas: VRS Ay VRS B, que circulan simultaneamente en el mismo lugar, aunque
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el grupo A es mas prevalente y produce infecciones mas graves en nifios (Sullender,

2000). Ademas, cada uno de estos tipos contiene varios subtipos.

[.2.1.2.2. Epidemiologia

El VRS es un virus que solo afecta a humanos, y tiene distribucion universal
(Tang y Crowe, 2007). La infeccidn primaria tiende a ocurrir en edades muy tempranas
de la vida (en el primer afio de vida en el 50% de los nifios, y en los 3 primeros afios en
el 65-98% de los nifios que acuden a guarderia). La tasa de reinfeccion es muy elevada
(del 40-70% en preescolares al 20% en escolares, adolescentes y adultos).

En lactantes produce infecciones graves, responsables del 10-20% de todos los
ingresos hospitalarios en nifios menores de 1 afio de edad. Las infecciones repetidas a
partir de los 2 afios de edad suelen tener un curso mas benigno, manifestandose en la
mayor parte de los casos como una enfermedad de vias respiratorias altas o
traqueobronquitis (Darville y Yamauchi, 1998).

La infeccidon por VRS se presenta en forma de epidemias anuales durante los
meses de invierno y comienzo de la primavera, entre noviembre y marzo, con maxima
incidencia entre enero y marzo. Aunque en la misma temporada circulen cepas de VRS
grupo Ay grupo B, la proporcion de ambos grupos varia de una temporada a otra.

La transmision se produce por contacto directo, por inhalacion de gotas
respiratorias. El periodo de incubacion es de 3 a 7 dias. La eliminacién del virus suele
durar de 2 a 8 dias, pero en los nifios pequefios puede ser muy profusa y prolongarse
hasta 3-4 semanas (Darville y Yamauchi, 1998).

Las infecciones intrahospitalarias son muy frecuentes.

1.2.1.2.3. Cuadro clinico

El VRS produce en primer lugar invasién directa del epitelio de vias respiratorias
superiores e inferiores, y posteriormente lesion celular por un mecanismo inmune. La
necrosis de bronquios y bronquiolos provoca la formacién de tapones de moco, fibrina y
material necrético en las vias aéreas menores, que ocasionan obstrucciéon e

inflamacion de los bronquiolos.

El VRS puede provocar cualquier cuadro clinico, desde un resfriado comun
hasta una neumonia. En nifios mayores y adultos suele producir infecciones del tracto

respiratorio superior, con abundante rinorrea. En nifios pequefos suele afectar a las
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vias respiratorias bajas, en forma de bronquiolitis o broncoalveolitis (50% de los casos)
y con menor frecuencia en forma de neumonia o traqueobronquitis. Tras 2-4 dias de
rinitis y fiebre, aparece tos seca y dificultad respiratoria progresiva, con taquipnea y
tiraje intercostal y subcostal. En la exploracion fisica se advierten sibilancias y
espiracion alargada. La mayoria de los lactantes sanos el proceso evoluciona hacia la
curacion en un par de semanas. Algunos estudios han demostrado una asociacion
entre la infeccion por VRS en estas fases precoces y el desarrollo de asma en los afios
sucesivos (Rabella-Garcia y Blanes-Julia, 2005).

Para evitar la difusion de la enfermedad, hay que recurrir a medidas de
aislamiento de contacto de los nifios hospitalizados (Rodrigo-Gonzalo-de-Liria, 2004).

1.2.1.3. VIRUS PARAINFLUENZA (VPI)

.2.1.3.1. Etiologia

Pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae. Se
distinguen 5 serotipos en base a sus diferencias antigénicas, que pertenecen a dos
géneros diferentes: Respirovirus (VPI serotipos 1 y 3) y Rubulavirus (VPI serotipos 2,
4Ay 4B) (Leland, 2007).

Posee ARN monocatenario de polaridad negativa, rodeado por una
nucleoproteina de simetria helicoidal, y por una envoltura. En la nucleocapside se
encuentran las proteinas estructurales N, P y L, y la proteina de matriz M. En el exterior
de la envoltura se encuentran las glicoproteinas HN (hemaglutinina-neuraminidasa),
que median la union a receptores de la célula hospedadora, y la proteina de fusion F,

gue media la entrada del virus a la célula infectada.

1.2.1.3.2. Epidemiologia

El mas frecuente es el VPI tipo 3. Es endémico durante todo el afio, aunque mas
frecuente en los meses de primavera. Aproximadamente el 50% de los nifios se
infectan durante el primer afio de vida y, parece ser el unico de los VPI capaz de
infectar a nifos menores de 6 meses. Los tipos 1 y 2 producen epidemias en otofo e
invierno, sobre todo en nifios de 2-3 afnos; y el tipo 4 se comporta igual que el 3,

aunque con menos virulencia.
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1.2.1.3.3. Cuadro clinico

Son virus productores sobre todo de rinitis y faringitis, generalmente leves y
autolimitadas. Solo en niflos pequefos producen infecciones mas graves,
acompanadas a veces de fiebre elevada (Rodrigo-Gonzalo-de-Liria, 2004) (Nuibo
Bosch, 2005). Es el caso de la laringotraqueitis aguda infantil, del que el VPI tipo 1 es

el principal agente etiolégico.
1.2.1.4. ADENOVIRUS (ADV)

.2.1.4.1. Etiologia

Pertenecen a la familia Adenoviridae, género Mastadenovirus. Son virus de
simetria icosaédrica, sin envoltura lipidica, con una doble cadena de ADN. Desde los
vértices de la capside se prolongan unas fibras rectilineas, en cuyo extremo distal se
encuentran unas glucoproteinas, que tienen la propiedad de adherirse a los receptores
de las células del hospedador, con una relativa especificidad, de forma que
determinadas cepas de ADV afectan a los aparatos respiratorio o digestivo, la

conjuntiva o la vejiga urinaria.

Se han descrito cerca de 100 serotipos, de los que la mitad pueden afectar al
hombre, y que producen una inmunidad tipo-especifica, por lo que no son raras las

reinfecciones en el mismo individuo.

Al carecer de envoltura lipidica, son virus muy resistentes, o que caracteriza los

mecanismos epidemiologicos de difusion y trasmision.

[.2.1.4.2. Epidemiologia

Son una causa muy frecuente de infeccion en el hombre, con un pico de maxima
incidencia entre los 6 y 12 meses de edad. Se producen infecciones por ADV durante
todo el afo, presentandose en forma de brotes intermitentes.

El virus llega al ser humano por inhalacion, por contacto de la mucosa
conjuntival con manos contaminadas o con gotas respiratorias suspendidas en el aire,
o por via fecal-oral. El periodo de incubacién oscila entre 2 y 14 dias, y la contagiosidad
es maxima en los primeros dias de enfermedad aguda (Calic6-Bosch y Navas-Elorza,
2005)
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1.2.1.4.3. Clinica

La enfermedad por ADV esta determinada por el tropismo tisular del grupo o
serotipo de ADV (Robinson y Echevarria, 2007), que infecta a las células
mucoepiteliales del tracto respiratorio, tracto gastrointestinal, cornea y conjuntiva,

provocandoles una lesién directa.

Los procesos respiratorios en los que con mas frecuencia se identifica ADV son
rinofaringitis, faringoamigdalitis y otitis medias, acompafados la mayoria de las veces

por fiebre mas o menos elevada de varios dias de duracién.

La neumonia por ADV es especialmente grave en lactantes pequefos vy

pacientes inmunodeprimidos.
[.2.1.5. RINOVIRUS

.2.1.5.1. Etiologia

Pertenecen a la familia Picornaviridae, género Enterovirus. Son virus ARN,
pequefios (10-30 nm), sin envoltura y de simetria cubica. Se describen dos especies,
rinovirus A y rinovirus B, en base a diferencias antigénicas, constituidas por 74 y 25
serotipos, respectivamente. Crecen mejor en los cultivos celulares sometidos a
temperaturas similares a las que se encuentran en la nariz (33°C). A temperaturas mas
elevadas (como las de las vias respiratorias bajas) su crecimiento es inferior (Landry,
2007).

[.2.1.5.2. Epidemiologia

Es el agente causal mas comun de las infecciones respiratorias de vias altas,
tanto en nifios como en adultos. Son mucho mas frecuentes y graves en los nifios de
edad preescolar (en especial en los menores de 2 afios). Practicamente todos los nifios
han experimentado al menos un catarro por rinovirus a los 2 anos (Blomqvist y cols,
2002).

La transmision se produce fundamentalmente por contacto directo con
secreciones contaminadas a través de las manos, seguido de autoinoculacion en la
nariz o la mucosa conjuntival, y en menor proporcion a través de aerosoles. Las
infecciones por rinovirus ocurren durante todo el afo, pero predominan en otofio y

primavera (Perez-Trallero y Vicente-Anza, 2005).
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1.2.1.5.3. Cuadro clinico

El periodo de incubacion es de 1-2 dias. La primera manifestacion clinica suele
ser dolor de garganta, que se acompana de picor nasal, estornudos, congestion nasal y
tos. La fiebre en nifios es infrecuente. También se ha visto que puede ser causante de
infecciones de vias bajas en lactantes (Andreoletti y cols, 2000), o como

desencadenante de exacerbaciones de asma en escolares (Rawlinson y cols, 2003)
[.2.1.6. ENTEROVIRUS

|.2.1.6.1. Etiologia

El género Enterovirus pertenece a la familia Picornaviridae. Son virus pequefios,
con ARN monocatenario, sin envoltura y con una capside de simetria icosaédrica
formada por cuatro proteinas (VP1, VP2, VP3 y VP4). Existe una clasificacion clasica
de los enterovirus en funcion de la capacidad de replicacion en cultivos celulares y la
patogenicidad en modelos animales, que distingue Poliovirus, virus Cosackie Ay By
Echovirus (Pallans y Ross, 2001). Con la aplicaciéon de técnicas de biologia molecular
a la taxonomia de los enterovirus, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
reconoce 10 especies (ICTV, 2009). Por otra parte, en base a la secuencia de
nucleotidos de VP1 y otras caracteristicas bioldgicas, se distinguen 63 serotipos
diferentes (Romero, 2007)

[.2.1.6.2. Epidemiologia

Las infecciones por enterovirus tienen distribucion mundial. Aunque pueden
afectar a personas de todas las edades, son mas frecuentes en lactantes menores de 3
meses de edad. Pueden presentarse en forma de brotes epidémicos durante los meses

de verano y otofo.

La forma de transmisién mas frecuente es la feco-oral, aunque también se han
descrito la transmision por via respiratoria y la vertical de madre a hijo (Romero,
2007).

[.2.1.6.4. Cuadro clinico

Aunque la principal diana de los enterovirus sea la intestinal, también pueden

infectar a meninges, SNC, miocardio, pericardio, vias respiratorias, ojos y piel. A nivel
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respiratorio, destaca la herpangina o faringitis vesicular, causada por el virus Coxsackie
A (tipos 1 al 10, 16 y 22), que se presenta en nifilos y adultos jovenes, con multiples
vesiculas en paladar blando, lengua, faringe y amigdalas, fiebre, cefalea, odinofagia.
También se han descrito cuadros de tos por Echovirus 11 y Coxsackie B5, y bronquitis
aguda, bronquiolitis y neumonia por Coxsackie A9, Coxsackie B, Echovirus y
Enterovirus 71 (Romero , 2007) (Fortuny-Guash y Pumarola-Sufié, 2005).

.2.1.7. CORONAVIRUS (CoV) OC43 y 229E

.2.1.7.1. Etiologia

Pertenecen al orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae
Son pleomorficos, de 80-160 nm de diametro, rodeados por una envoltura que contiene
la proteina de adherencia viral E2, la proteina de matriz transmembrana E1 y la

proteina de la nucleocapside N, y que le confiere al virus su aspecto de corona solar.

Poseen el mayor genoma viral de los virus ARN, el cual es monocatenario, y de
polaridad positiva, y con gran facilidad para mutar (Kahn y Mcintosh, 2005).

Crecen mal en los cultivos celulares, por lo que la mayoria de los estudios
epidemiologicos se basan en el diagndstico seroldgico e infraestiman su importancia en

las infecciones respiratorias.

Los CoV se clasifican en tres géneros en funcion de sus caracteristicas
genéticas y antigénicas:
» Género Alphacoronavirus o Grupo I: incluye CoV-229E y CoV NL63, y
otros virus animales
» Género Betacoronavirus o Grupo IlI: incluye CoV-HKU1 y CoV-SARS y
otros virus animales
* Género Gammacoronavirus o Grupo llI: incluye unicamente patogenos

aviares

1.2.1.7.2. Epidemiologia

La infeccion permanece localizada en el tracto respiratorio superior, ya que su
temperatura éptima de crecimiento es de 33 a 35 °C. Se transmite a través de gotas

respiratorias.
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Las infecciones suelen aparecer en invierno y primavera, esporadicamente o en

forma de brotes (Marcos-Maeso y de Benito-Hernandez, 2005).

1.2.1.7.3. Cuadro clinico

Los CoV OC43 y 229E infectan a las células epiteliales del tracto respiratorio
superior, sobre todo en lactantes y nifios, provocando el resfriado comun. Se ha
descrito que su periodo de incubacion es de 2 a 5 dias y por lo general los sintomas
desaparecen a la semana. Suelen asociarse con intensa rinorrea.

Pueden exacerbar una enfermedad pulmonar crénica preexistente, como el
asma o la bronquitis, y en raras ocasiones pueden provocar neumonia como el SARS
(Mahony, 2007).

1.2.2. “NUEVOS” VIRUS RESPIRATORIOS
1.2.2.1. METAPNEUMOVIRUS HUMANO (hMPV)

.2.2.1.1. Etiologia

Fue descrito por primera vez por Van der Hoogen, en Holanda, en 2001, en
ninos con infeccion respiratoria, aunque se considera que circula en el hombre desde la
década de los 50 (Van den Hoogen y cols, 2001). Este nuevo “viejo” virus se asigno a
la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumoviridae (al igual que el VRS), género
Metapneumovirus. Es un virus ARN, de caracteristicas muy similares al VRS. El virion,
de 150 a 600 nm, es pleomdrfico, con una envuelta que presenta proyecciones cortas o
espiculas, y un genoma constituido por una unica molécula de ARN de polaridad
negativa. Se han definido dos genotipos A y B, que se subdividen en cuatro
subgenotipos, A1, A2, B1 y B2, en funcion de las secuencias de los genes que
codifican para las proteinas F y G (Casas y Pozo, 2005).

[.2.2.1.2. Epidemiologia

La infecciéon por hMPV es mas frecuente al final del invierno y principio de la
primavera, entre febrero y abril, cuando suele descender el numero de casos de
infeccion por VRS y gripe. Su incidencia es menor que VRS, y mayor que otros virus
como VPl o ADV. No obstante, de manera esporadica, se producen casos en enero,
mayo, junio, octubre, noviembre y diciembre (Boivin y cols, 2003).
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Estudios de seroprevalencia han mostrado que la presencia de anticuerpos
frente a hMPV era mayor del 90% en nifios de 5 afios. Esto sugiere que la primera
infeccion ocurre normalmente entre los 1y 5 afios (Van den Hoogen y cols, 2001). No
obstante, ocurren nuevas infecciones durante toda la vida debido a la inmunidad

protectora incompleta o a la adquisicién de nuevos serotipos.

Se han publicado diversos estudios sobre hMPV en Espafa (Ordas y cols,
2006; Vicente y cols, 2003, Garcia-Garcia y cols, 2007). En resumen, en nuestro
medio, la infeccion por hMPV supone el 8-10% de los casos de IRA, y en el 17-34% se
producen coinfecciones, que parecen agravar los cuadros. Alrededor del 50% son
infecciones de vias bajas, su pico de incidencia se da en marzo, y los cuadros son mas

graves cuando afectan a menores de 6 meses y a inmunocomprometidos.

1.2.2.1.3. Cuadro clinico

En general, los nifios infectados por hMPV presentan un cuadro clinico
semejante a la infeccidn respiratoria del tracto inferior asociada al VRS (Tang y Crowe,
2007). El espectro de la enfermedad varia desde leves sintomas de vias respiratorias
superiores (rinitis, faringitis) a cuadros graves de bronquiolitis y neumonia. Los cuadros
mas graves aparecen en nifos menores de 5 afos, y los menores de 2 anos tienden a
ser hospitalizados con sintomas mas severos como bronquiolitis o neumonia (Van den
Hoogen y cols, 2004; Ordas y cols, 2006). También la existencia de una enfermedad
subyacente, como prematuridad, enfermedad cardiaca congénita, enfermedad
pulmonar crénica, inmunodeficiencia o neoplasia, parecen predisponer a la infeccion
por hMPV. En un reciente estudio se vio que el 61% de los nifios infectados por hMPV
desarrollaba una otitis media aguda (Heikkinen y cols, 2008). Ademas, se ha
demostrado que la coinfeccion entre el VRS y el hMPV supone un aumento de la
gravedad del cuadro respiratorio de los nifios infectados. Muchos estudios han
demostrado la asociacién entre hMPV y las exacerbaciones del asma (Schildgen y
cols, 2004; Garcia-Garcia y cols, 2007)

1.2.2.2. NUEVOS CORONAVIRUS (CoV)

|.2.2.2.1. Etiologia

El sindrome respiratorio agudo grave (SARS) es una enfermedad respiratoria
viral causada por un CoV, llamado CoV asociado al SARS (CoV-SARS). La primera
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vez que se inform6 sobre el SARS fue en Asia en febrero de 2003 (Tsang y cols,
2003). A los pocos meses, la enfermedad se propag6 por Norteamérica, Suramérica,
Europa y resto de Asia. El SARS empieza generalmente con fiebre alta de mas de 38
°C. Otros sintomas pueden ser cefalea, malestar general, diarrea, sintomas
respiratorios leves al comienzo de la enfermedad, seguidos de tos seca a los 2-7 dias y
neumonia. La forma principal de propagacién del SARS parece ser el contacto cercano

entre las personas.

El CoV NL63 fue descrito por primera vez en 2004, en Holanda, en un nifio de 7
meses con fiebre, bronquiolitis y conjuntivitis (Van der Hoek y cols, 2004) y en una
muestra de 1988 procedente de un nifio de 8 meses con neumonia (Fouchier y cols,
2004). Mediante técnicas de amplificacion gendmica se secuencid el genoma viral,
pudiendo comprobar que era un CoV del grupo | (al igual que CoV-229E). Desde
entonces, se ha revelado como un virus de distribucion mundial, presente en muestras
respiratorias, sobre todo de nifios con sintomas respiratorios (Esper y cols, 2005; Chiu
y cols, 2005), pero también de adultos (Arden y cols, 2006). Diversos estudios
realizados en pacientes hospitalarios y extrahospitalarios, han detectado CoV NL63 en
infecciones respiratorias de vias altas o bajas, aunque se considera que es mas
frecuente que provoque cuadros de vias bajas, siendo una causa importante de

bronquiolitis y crup (Han y cols, 2007a).

En 2005 se identifico el CoV-HKU1 en Hong Kong, en una paciente de 71 afios,
procedente de una zona con alta incidencia de SARS, con neumonia (Woo y cols,
2005). Este nuevo virus se incluyo en el grupo Il (al igual que CoV-OC43). Estudios
seroepidemiologicos realizados posteriormente en Estados Unidos (Esper y cols,
2006) y Australia (Sloots y cols, 2006) detectan este virus en el 1-3% de los pacientes,
siendo la mayoria de los estudiados nifios menores de 2 afios con afectacion de vias

altas.

|.2.2.2.2. Epidemiologia

Tras la descripcion de los nuevos CoV, varios grupos han publicado series en
diferentes paises, mostrando su distribucion mundial (Bastien y cols, 2005; Sloots y
cols, 2006).

El virus CoV-NL63 se ha detectado fundamentalmente en los meses de enero a
marzo, aunque es posible que circule durante todo el afo, ya que también se ha
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detectado en verano (Kuypers y cols, 2007). Se ha identificado en el 1-10% de las
infecciones respiratorias de los nifios. Son frecuentes las coinfecciones con otros VR,
sobre todo con VRS (Pyrc y cols, 2007; Chiu y cols, 2005; Van der Hoek 2005).

El CoV-HKU1, se ha detectado en individuos con infeccién respiratoria,
fundamentalmente durante los meses de invierno. La mayor parte de los pacientes

infectados son nifos (Lau y cols, 2006).

Las infecciones por estos dos nuevos CoV se caracterizan por darse a lo largo
de todo el invierno y la primavera, sin ningun pico de incidencia claro (Kuypers y cols,
2007). Suponen el 1-10% de todas las IRA. Son muy frecuentes las coinfecciones con
otros VR (Chiu y cols, 2005; van der Hoek 2005). Algunos estudios han relacionado la
infeccidén por estos nuevos CoV con otros procesos no respiratorios; asi se ha hablado
del CoV NLG63 en el sindrome de Kawasaki (Dominguez y cols, 2006), y del CoV
HKU1 en cuadros de gastroenteritis aguda o en convulsiones febriles en lactantes (Lau
y cols, 2006).

1.2.2.3. BOCAVIRUS HUMANO (HBoV)

|.2.2.3.1. Etiologia

Fue descrito por primera vez en 2005, en un grupo de nifios con IRA en Suecia
(Allander y cols, 2005). Pertenece a la familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae,
género Bocavirus. En esta familia, el unico patbgeno humano que se conocia hasta la
identificacion de HBoV era el parvovirus humano B19 (B19V) (familia Parvoviridae,
género Erythrovirus), que es agente causal del eritema infeccioso, en ocasiones
conocido como “quinta enfermedad”, del hidrops fetal y de algunas formas de anemia
aplasica. HBoV se clasific6 como bocavirus en base a su estructura genética y de
aminoacidos, similar a otros virus de este género: parvovirus bovino y canino minute

virus.

Todos los miembros de la familia Parvoviridae son virus pequefios, sin envoltura,
con nucleocapside isométrica de 18-26 nm de diametro, que contiene una cadena
sencilla de ADN lineal, de sentido positivo o negativo. El genoma tiene una longitud
aproximada de 4.000 a 6.000 nucledtidos (Allander y cols, 2007b; Allander y cols,
2005).
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El genoma completo de HBoV aun no ha sido determinado, pero se conoce que
contiene tres marcos de lectura abiertos. Dos de ellos codifican las proteinas no
estructurales: NS1, de funcion desconocida, pero relacionada con la replicacion viral, y
NP1, de funcion desconocida y ausente en otros parvovirus, y el otro codifica 2
proteinas de la capside viral, VP1 y VP2 (Allander y cols, 2005).

El ADN de HBoV esta presente en secreciones respiratorias y en el suero de
pacientes con IRA (Allander y cols, 2007b), asi como en las heces de pacientes con
IRA y/o gastroenteritis, sugiriendo la posibilidad de que diferentes células podrian
soportar la replicacién in vivo de HBoV (Allander y cols, 2007b; Fry y cols, 2007;
McErlean y cols, 2007; Neske y cols, 2007; Vicente y cols, 2007).

Hasta hace poco, solo era posible identificar HBoV por deteccién de su genoma.
En un trabajo reciente, Brieu y cols describen particulas semejantes a parvovirus, en
aspirado nasofaringeo con ADN de HBoV positivo, mediante microscopia electronica
(Brieu y cols, 2007).

[.2.2.3.2. Epidemiologia

La mayoria de los autores han observado un comportamiento epidemioldgico
similar al de VRS, con mayor tasa de deteccién durante los meses de invierno y
primavera y picos de incidencia en los meses de diciembre y enero (Allander y cols
2005; Smuts y Hardie, 2006; Kesebir y cols, 2006).

Nada se conoce acerca de las rutas de trasmision de HBoV. Deben considerarse
la transmision por aerosoles y la trasmision directa, al igual que para otros VR. Desde
que se conoce la presencia de DNA de HBoV en heces, la posibilidad de trasmision
fecal-oral también debe ser considerada. Tampoco puede excluirse la trasmision

vertical.
No se conoce el periodo de incubacién.
Son muy frecuentes las codetecciones (5-83%).

Hay pocos estudios sistematicos que incluyan adultos, pero los estudios
disponibles indican muy baja prevalencia de HBoV detectado por PCR en tracto
respiratorio de adultos (Allander y cols, 2005; Fry y cols, 2007; Manning y cols,
2006).
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En un trabajo realizado en Japon (Endo y cols, 2007) se detectaron anticuerpos
anti-HBoV en mas del 70% de las muestras de suero de personas de 0 meses a 41
afnos. La seroprevalencia mas baja (5,6%) se dio en el grupo de 6 a 8 meses; y la mas
alta en los mayores de 6 anos (94,1-100%). Los hallazgos de alta prevalencia de
anticuerpos y baja prevalencia de virus entre individuos de mas de 6 afios son

consistentes y sugieren que podria haber inmunidad protectora tras pasar la infeccion.

1.2.2.3.3. Cuadro clinico

Parece ocasionar alrededor del 5% de las IRA (Kesebir y cols, 2006). Los
sintomas clinicos mas frecuentemente descritos en pacientes donde solo se detectd
HBoV fueron tos, rinorrea y fiebre, en el contexto clinico de infecciones del tracto

respiratorio superior, bronquitis, bronquiolitis, neumonia y agudizacién del asma.

Los sintomas pueden persistir durante 1 6 2 semanas (rango de 2 dias a 3

semanas).

Otros sintomas frecuentes en pacientes con HBoV fueron rash cutaneo, otitis
media aguda (42%) (Allander y cols, 2005) y sintomas gastrointestinales (Arnold y
cols, 2006; Kesebir y cols, 2006; Monteny y cols, 2007; Vicente y cols, 2007).

Diversos estudios han encontrado asociacion estadistica entre HBoV y sintomas
respiratorios agudos. Sin embargo, los datos actuales indican que no existe un papel
causal claro en muchos de los casos de IRA en los que se detecta HBoV. Asi, el
verdadero papel patégeno de HBoV se pone en duda (Mcintosh, 2006, Anderson,
2007), y una de las posibilidades que se establece es la de una persistencia

prolongada o una excrecion viral prolongada (Manning y cols, 2006).

De momento, son pocos los estudios que incluyen grupos control de nifios
asintomaticos (Allander y cols, 2007b; Fry y cols, 2007; Kesebir y cols, 2006; Maggi
y cols, 2007; Manning y cols, 2007). Todos ellos encuentran diferencias significativas

entre los nifios con IRA y los nifios asintomaticos.

De esta manera, aun quedan muchas cuestiones pendientes, como el estudio de
BoV en grupos control, estudios en la comunidad (hasta ahora todos los estudios se
refieren a pacientes que necesitaron atencion hospitalaria), la valoracion de pacientes
adultos y pacientes inmunodeprimidos, conocer el papel de las reinfecciones y las

coinfecciones con otros VR...
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1.2.2.4. NUEVOS POLIOMAVIRUS HKU1 Y WU

|.2.2.4.1. Etiologia

En 2007 se identifican dos nuevos poliomavirus, Kl (Allander y cols, 2007a) y
WU (Gaynor y cols, 2007), en nifilos con infeccion respiratoria aguda. Al igual que
otros poliomavirus, son virus pequefios, sin envoltura, de simetria icosaédrica, y con
ADN circular.

|.2.2.4.2. Epidemiologia

Desde estos primeros articulos, se ha detectado ADN de Kl y WU en muestras
respiratorias en distintos paises, sugiriendo la presencia mundial de estos virus. La
prevalencia descrita va desde el 0,04% (Lin y cols, 2008) al 2,7% (Kiasari y cols,
2008; Yuan y cols, 2008) para el Kl; y desde el 0,4% (Lin y cols, 2008) y el 7%
(Bialasiewicz y cols, 2008; Han y cols, 2007b) para el WU.

Muchos trabajos hacen hincapié en la alta tasa de codetecciones, de hasta el
74% para Kl (Bialasiewicz y cols, 2008) y de hasta el 100% para WU (Ren y cols,
2008). Esto hace dificil determinar el verdadero papel patdgeno de estos virus, por lo
que algunos estudios han estudiado la prevalencia de WU en sanos, que oscila entre el
4y 6% (Han y cols 2007b; Abed y cols, 2007).

1.2.2.4.3. Cuadro clinico

Los estudios de prevalencia se han realizado en pacientes con infeccién
respiratoria aguda del tracto inferior (bronquiolitis, traqueobronquitis, neumonia y crup).

1.2.3. OTROS VIRUS RESPIRATORIOS

Recientemente también se han detectado los parvovirus humanos tipo 4y 5
(Jones y cols, 2005) en plasma y suero de pacientes con sindrome viral agudo, pero
también en pools de plasma o en donantes sanos de plasma. Aunque aun no se
conoce su papel como patdogeno respiratorio, distintos estudios apuntan esta
posibilidad por el comportamiento de otros parvovirus como el parvovirus B19 o HBoV.

Mimivirus es el virus ADN mas grande conocido, inicialmente descubierto en
Acanthamoeba polyphagia, y existe una evidencia creciente de que se trate de otro
patogeno respiratorio. La Scola (La Scola y cols, 2005) describe que un 9,7% de los
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pacientes con neumonia adquirida en la comunidad poseen anticuerpos frente a
mimivirus, frente al 2,3% de los controles sanos. Ademas, en pacientes de UCI, se ha

detectado el virus en LBA, asi como respuesta serologica.

.2.4. OTROS VIRUS NO RESPIRATORIOS QUE CAUSAN PATOLOGIA
RESPIRATORIA

Los virus herpes simple tipo 1 y 2 (VHS-1 y VHS-2) se transmiten por gotas
respiratorias y por contacto directo. Una de las posibles manifestaciones de la
primoinfeccion cursa con faringoamigdalitis y/o gingivoestomatitis (Jerome y Morrow,
2007; Mel6n-Garcia y Santamaria-Jauregui, 2005).

Citomegalovirus (CMV) puede detectarse en las secreciones respiratorias,
siendo estas uno de los vehiculos de transmision habituales (Hodinka, 2007). La
infeccion por CMVse produce por contacto directo, estrecho y prolongado. En pacientes
inmunodeprimidos puede producir cuadros de neumonitis, y en inmunocompetentes un
cuadro de mononucleosis, mas leve que el producido por el VEB, con faringitis y
adenopatias (Pérez-Saenz y Cisneros-Herreros, 2005).

También existen receptores para el virus Epstein Barr sobre todo en linfocitos B
y en células epiteliales de la nasofaringe. El virus esta presente en saliva de personas
sanas seropositivas. El contagio se produce por intercambio de saliva (besos, vasos,
cubiertos). La manifestacion mas clasica es la mononucleosis infecciosa, que se
caracteriza por la aparicion de odinofagia, fiebre, adenopatias, esplenomegalia y
linfocitosis, aunque no siempre el cuadro clinico es completo (Linde y Falk, 2007)

1.2.5. INFECCIONES MIXTAS O CODETECCIONES

En las infecciones viricas respiratorias son relativamente frecuentes las
infecciones dobles, coinfecciones o infecciones por multiples virus (Brodzinski vy
Ruddy, 2009; Boivin y cols, 2003; Greenough, 2009). La deteccion de dos o mas
agentes viricos en un mismo proceso respiratorio puede ser interpretada como
infeccion doble (o multiple) de las células del tracto respiratorio, sin embargo también
deberia contemplarse la posibilidad de que solo uno de los virus sea el verdadero
causante del sindrome y el segundo (o el resto) refleje una colonizacién asintomatica
del tracto respiratorio o bien un periodo de excrecién prolongado tras una infeccion viral

previa, como se ha demostrado para ADV (Brodzinski y Ruddy, 2009). Por tanto,
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seria mas preciso hablar en general de codeteccidn o deteccion multiple de virus en

una misma muestra respiratoria.

Las infecciones respiratorias atribuidas a mas de un agente virico no es un
fendmeno que haya surgido con la generalizacion de las técnicas moleculares en los
laboratorios de microbiologia diagndstica. Se admite que, con independencia de la
utilizacion de la PCR, el porcentaje de estas infecciones aumenta proporcionalmente

con el numero de métodos empleados para realizar el diagndstico.

1.3. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LAS INFECCIONES
RESPIRATORIAS AGUDAS

Para el diagndstico de VR es posible utilizar diferentes técnicas diagnosticas,
que cada laboratorio clinico definira en funcion del tipo de poblacion que atiende, asi
como del personal y recursos de que dispone.

En general, los métodos de eleccidbn para diagnostico de las infecciones
respiratorias son los métodos de diagnostico directo, fundamentalmente las técnicas de
deteccion de antigenos, el aislamiento viral y las técnicas de deteccion gendmica. Los
metodos de diagnostico indirecto o métodos serologicos son poco utiles (salvo algunas
excepciones como la reaccién de inhibicién de la hemaglutinacion para el subtipado del
virus de la gripe), ya que las infecciones respiratorias viricas son muy prevalentes,
ocasionan frecuentes reinfecciones y afectan fundamentalmente a las mucosas, no
produciéndose una respuesta inmunitaria sistémica. Asi, el uso de técnicas serolégicas

queda practicamente reducido a estudios epidemioldgicos.
[.3.1. RECOGIDA Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Las muestras idoneas para deteccion de VR son: aspirado nasofaringeo, lavado
nasal, escobillon nasal y escobillon faringeo. Deben obtenerse en los primeros dias tras
el inicio de los sintomas, cuando la carga viral es mayor. En caso necesario, también

son utiles muestras invasivas como el LBA o material de biopsia respiratoria.

En caso de usar escobillon, éste debe tener el hisopo de rayon o poliéster y el
mango de plastico, pues los hisopos de algodon o alginato calcico y los mangos de
madera pueden contener sustancias que inhiban los métodos de diagnostico. Ademas,

las muestras en escobillbn deben enviarse en medio de transporte especial para
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preservar la viabilidad de los virus, que contiene Medio Esencial Minimo (MEM) de

Eagle con un 1% de albumina sérica bovina y mezcla antibiotica (figura 1.1).

Figural.1. Medio de transporte para virus

Las muestras se enviaran lo mas rapidamente posible al laboratorio,
preferiblemente refrigeradas. Deben procesarse lo mas pronto posible y, si no se
procesan inmediatamente, se deben mantener a 4 °C hasta un maximo de 48 h. Si la
demora en el procesamiento se prevé mayor, se deben congelar a temperaturas
inferiores a -70 °C. La conservacion inadecuada de la muestra o la demora en su

procesamiento repercuten negativamente en el diagndstico.

1.3.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA

La visualizacién de la estructura del virus en la muestra clinica mediante
microscopia electronica no es un método diagndstico muy usado en la practica clinica,
debido a que los laboratorios clinicos no siempre tienen acceso a ella, y a que existen
otras técnicas mas rapidas y sencillas, que requieren menor entrenamiento del

personal, como son las técnicas de deteccion de antigeno y/o de acidos nucleicos.
[.3.3. AISLAMIENTO DE LOS VIRUS RESPIRATORIOS EN CULTIVO CELULAR

La técnica de referencia clasica en el diagndstico de infecciones respiratorias
viricas es el aislamiento del virus en cultivo celular (figura 1.2), con la ventaja de ser un
sistema abierto que, en principio, puede detectar cualquiera de los VR (mientras que

otras técnicas deben ir dirigidas frente a un microorganismo concreto). Ademas,
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permite disponer de la cepa para poder realizar serotipificacion, estudios de

susceptibilidad, estudios epidemioldgicos, etc.

=

Figural.2. Cultivo celular en tubo

Sin embargo, el cultivo presenta importantes desventajas, como la necesidad de
sembrar la muestra en diferentes lineas celulares, puesto que no existe ninguna linea
celular en la que puedan replicarse todos los VR, ni ningun virus capaz de replicar en
todas ellas. Las mas utilizadas en las IRA y los virus a los que son sensibles se

muestran en tabla 1.2.
Tabla l.2. Comparacion de crecimiento en cultivo celular de los diferentes virus respiratorios

Linea celular

Virus Hep-2 MRC-5 LLC-MK2 MDCK A-549
VRS ++ + + - -
Gripe - +/- + ++ -
ADV ++ + - - ++
VPI + - ++ - +/-
Rinovirus +/- ++ - - -
CoV - - - - -
hMPV + - + - -
HBoV - - - - -

Hep-2: carcinoma de laringe; MRC-5: fibroblasto de pulmén embrionario humano; LLC-MK2: rifion
de mono Rhesus; MDCK: rifién canino Cocker Spaniel; A-549: carcinoma de pulmén humano.

Tomado de Navarro-Mari y Pérez-Ruiz, 2007.

Por otra parte, los resultados del cultivo celular suponen un retraso importante
(5-7 dias hasta el crecimiento del virus evidente por la presencia de efecto citopatico,
mas 24-48 horas hasta la confirmacion definitiva), que le resta utilidad en la practica

clinica.

La técnica de “shell-vial” (SV) (figura 1.3), que consiste en inocular la muestra por
centrifugacion sobre una monocapa celular crecida en un cubreobjetos circular y

depositado en un tubo de fondo plano, reduce el tiempo de obtencion de resultados.
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Tras 18-48 horas de incubacion, se realiza inmunofluorescencia (IF) sobre la
monocapa, con anticuerpos monoclonales frente a antigenos del virus que queremos
detectar (figura 1.4). Para resolver el inconveniente de necesitar varias lineas celulares
para aislar todos los VR, surge la posibilidad de utilizar en el SV un cocultivo de
distintas lineas celulares crecidas sobre un mismo portaobjetos, o que permite detectar

los distintos virus en un solo tubo (Navarro-Mari y cols, 1999).

Figura 1.3. “Shell-vial” (SV) Figural.4. Inmunofluorescencia sobre monocapa de SV

Otra desventaja es que los nuevos virus implicados en IRA, como se muestra en

la tabla 1.2, no se replican o lo hacen muy mal en las lineas celulares habituales.
.3.4. TECNICAS DE DETECCION DE ANTIGENO

El uso de técnicas de deteccion de antigeno ha facilitado en gran medida la
identificacion de virus aislados en cultivo o el diagnostico rapido a partir de muestras
clinicas (Rovida y cols, 2005). Las técnicas mas usadas son la inmunofluorescencia
(IF), técnicas inmunoenzimaticas (EIA) e inmunocromatografia (IC). En general, estos
procedimientos presentan la ventaja teorica sobre el cultivo de poder detectar en la
muestra virus no viables incapaces de replicarse posteriormente; aunque en ningun

caso se ha conseguido una sensibilidad y/o especificidad equiparables al cultivo.

La IF con anticuerpos monoclonales es una técnica relativamente rapida, y
cuando se hace sobre extensiones preparadas con citocentrifuga es la técnica mas
versatil y la que permite detectar un mayor numero de virus. Su principal inconveniente
es la necesidad de utilizar muestras con celularidad alta, dado que esta técnica detecta
antigenos virales expresados en las células infectadas del epitelio respiratorio. Los
mejores resultados se han obtenido con VRS y gripe, probablemente por la mayor

carga viral en las secreciones respiratorias.

Los meétodos de EIA, debido a su mayor coste (tiempo de realizacidn,
entrenamiento del personal, etc), estan siendo sustituidos progresivamente por técnicas

de IC. Tanto unas como las otras, se han desarrollado fundamentalmente para el
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diagndstico rapido del VRS y de los virus de la gripe (Borek y cols, 2006; Jonathan,
2006; Smit y cols, 2007). La sensibilidad de estas técnicas varia mucho segun el kit
comercial utilizado, el tipo de muestra y la edad del paciente. En este sentido, tienen
menor sensibilidad en adultos que en nifios (Ohm-Smith y cols, 2004)

Su simplicidad de uso las hace muy utiles como determinacion de urgencia en
cualquier laboratorio de microbiologia, para facilitar el manejo del paciente y optimizar
los recursos empleados ante el impacto que generan las epidemias anuales de VRS y
gripe en los sistemas sanitarios. El tiempo total requerido para obtener un resultado es
de 20-45 min, dependiendo de la técnica. Pero tienen una sensibilidad y especificidad
en muchos casos baja (sensibilidad del 70-99% y especificidad entre 51-97%), por lo
que no deben utilizarse como unico procedimiento para establecer el diagnéstico
definitivo.

1.3.5. TECNICAS DE DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las técnicas de amplificaciéon de acidos nucleicos (TAAN) son una herramienta
muy util en el diagnostico de los VR, sobre todo en laboratorios que no tienen
disponible el cultivo celular. La técnica mas comunmente utilizada es la PCR, aunque
hay otras TAAN como la amplificacion isotérmica, que también pueden emplearse en la
deteccion de VR. Constituyen la unica posibilidad para detectar nuevos VR emergentes
como HBoV o CoV NL63 y HKU1, que no pueden aislarse en cultivo. En el caso de
hMPV, aunque se aisle en cultivo celular y existan algunos kits comerciales de
deteccion de antigeno (Ebihara y cols, 2005a), éstos no son tan sensibles como las
TAAN.

Ademas, en el caso de los VR “clasicos”, la PCR permite detectar virus no
viables en la muestra clinica, reducir el tiempo de obtencion de resultados y mejorar la
tasa de sensibilidad del cultivo. De ahi que se haya propuesto a las TAAN como nuevo
metodo de referencia para el diagnostico del virus de la gripe (Ellis y Zambon, 2002).

Otra posible aplicacion de las TAAN es su empleo como técnica de deteccién de
replicacion de virus en cultivo celular, ya que es mucho mas sensible que las técnicas
de deteccidon de antigeno (Ebihara y cols, 2005a; Choo y Kim, 2006; Pérez-Ruiz y
cols, 2007). Esto es especialmente util cuando se requiere recuperar la cepa para

posteriores estudios, como se demanda en laboratorios pertenecientes a redes de
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vigilancia virologica (vigilancia de gripe, plan de erradicacion de polio, sarampién vy

rubéola, etc.).

Por otra parte, presentan algunas desventajas con respecto al cultivo, como la
necesidad de conocer parte de la secuencia del genoma del virus diana y de disefiar
una técnica especifica para detectar un virus especifico. Esto se ha solventado en parte
con el disefio de PCRs multiples, capaces de identificar varios VR de forma simultanea,
dado que utilizan parejas de cebadores especificas de cada virus a detectar, y que se
incluyen en el mismo tubo de reaccién (Coiras y cols, 2004).

Otra desventaja de la PCR es la complejidad del proceso (extraccion de acidos
nucleicos, retrotranscripcion para virus ARN, amplificacidn, deteccidn), que se intenta
paliar con el uso de sistemas automatizados de extraccion de acidos nucleicos y de
PCR en tiempo real (PCR-TR). La PCR en tiempo real realiza simultaneamente
amplificacion y deteccidn, con lo que se reduce el riesgo de contaminacion y el tiempo
de obtencién de resultados (de 10 horas para PCR convencional a 4 horas para
protocolos de PCR-TR) (Henrickson, 2004). Las publicaciones acerca de protocolos
de PCR-TR abarcan practicamente todos los VR que se investigan (Lu y cols, 2006;
Maertzdorf y cols, 2004; Moés y cols, 2005; Lau y cols, 2006; Kuypers y cols,
2004).

Actualmente, las TAAN empleadas por muchos laboratorios clinicos son
métodos “caseros” que pueden variar de un laboratorio a otro, aunque cada vez mas
estan apareciendo nuevos kits comerciales optimizados, que persiguen simplificar el
proceso y acelerar el diagndstico, mediante la automatizacion de las técnicas o
empleando nuevos formatos, como por ejemplo los arrays de acidos nucleicos

(Townsend y cols, 2006).

En la tabla 1.3. se resume la utilidad de las distintas técnicas mencionadas en el

diagndstico microbiologico de la IRA de origen viral.
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Tabla I.3. Procedimientos diagndésticos Utiles en las principales viriasis respiratorias

Virus Cultivo tradicional Cultivo en SV Deteccién de antigeno Biologia molecular
VRS ++ +++ + ++
GripeAyB ++ +++ + ++
VPI 1-4 ++ ++ +/- ++
ADV ++ ++ +/- ++
Rinovirus ++ - - +++
CoV - - - e
hMPV + - +/- +++
HBoV - - - +++

Tomado de Navarro-Mari y Pérez-Ruiz, 2007.

l.4. PROGRAMAS DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA Y
VIROLOGICA DE LA GRIPE

La capacidad del virus de la gripe de experimentar constantes cambios
antigénicos, asi como la posibilidad de una pandemia de gripe que afecte en pocos
meses a toda la poblacion mundial, hacen necesario establecer una adecuada
vigilancia epidemioldgica y virolégica de gripe.

Desde 1968, la OMS lleva a cabo una vigilancia virologica de la gripe con la
ayuda de una red de 131 Centros Nacionales de Gripe repartidos por todo el mundo, y
cuya mision es aislar y caracterizar los virus gripales circulantes en su area geografica.
Estos virus son luego comparados entre si en cuatro centros colaboradores de
referencia (con sede en Tokio, Melbourne, Londres y Atlanta), con el fin de detectar y
evaluar la importancia de las nuevas variantes detectadas. La declaraciéon de estos
datos virolégicos y el acceso a la informacion generada se realiza a través de Internet
mediante un sistema denominado Flunet

(http://www.who.int/csr/disease/influenzal/influenzanetwork/en/index.html/). En Espafia,

son Centros Nacionales de Gripe de la OMS: el Centro Nacional de Microbiologia del
Instituto de Salud Carlos Il de Majadahonda (Madrid), el Servicio de Microbiologia del
Hospital Clinico y la Universidad de Barcelona y el Servicio de Microbiologia del
Hospital Clinico y la Universidad de Valladolid.

En Europa existe desde 1992 un proyecto llamado EISS (European Influenza

Surveillance Scheme), al que pertenece Espafia, que recoge y analiza de forma


http://www.who.int/csr/disease/influenza/influenzanetwork/en/index.html/

Introduccion | 49

integrada, la vigilancia virolégica y epidemiolégica, para proporcionar a las
administraciones nacionales y autoridades sanitarias una informacién de la actividad
gripal que facilite la planificacion de medidas de prevencion y control. Puede accederse
a esta informacion en el Boletin-EISS (http://www.eiss.org).

La vigilancia de la gripe se basa en el analisis conjunto de los datos virolégicos y
clinico-epidemiolégicos recogidos. Se estudian las caracteristicas antigénicas y
genéticas de los virus, y se determina su potencial capacidad de difusion en las
poblaciones, empleando todas las técnicas necesarias.

Asi, lo que se pretende con la vigilancia de la gripe es conocer las caracteristicas
virolégicas de las cepas circulantes en cada temporada gripal con el fin de:

- establecer homologia con las cepas vacunales empleadas

- establecer la similitud entre las cepas circulantes en distintas areas

geograficas en la misma temporada

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

causa de pandemia

- detectar la aparicidén de resistencias a los antivirales

El esquema de vigilancia de la gripe en Espafia se basa en la colaboracion entre
las redes de médicos centinelas de las Comunidades Autbnomas y los laboratorios de
Virologia. El conjunto de todos ellos constituye la Red Nacional de Vigilancia de la
Gripe. Este sistema de vigilancia posee un protocolo de trabajo que recoge tanto la
metodologia basica como fichas para la notificacion de casos y recogida de muestras.
El centro coordinador es el Instituto de Salud Carlos Ill, donde se informatizan e
integran los datos epidemioldgicos y virolégicos generados durante cada semana, con
el fin de ofrecer una informacion en conjunto de las epidemias de gripe en nuestro pais.
La informacion asi elaborada se remite a las autoridades e instituciones sanitarias

nacionales y a las principales redes de vigilancia internacionales (http://cne.isciii.es).

.4.1. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Para estimar la extension de la actividad gripal, se utiliza una amplia variedad de
indicadores. El principal marcador de incidencia se basa en el numero de pacientes con
cuadros gripales vistos en consulta. Otros indicadores que pueden emplearse son el
absentismo escolar o laboral, la venta de farmacos antigripales, o la hospitalizacién de
infecciones respiratorias agudas. El impacto de las epidemias de gripe sobre la


http://www.eiss.org/
http://cne.isciii.es/
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mortalidad es estimado de manera retrospectiva, y se evalua como el exceso de
mortalidad asociado a la gripe.

En el sistema de vigilancia espafiol, los médicos centinela de cada Comunidad
Auténoma son los encargados de la recogida semanal de la informacion clinico-
epidemiologica, y de la seleccion y obtencion de muestras de secreciones respiratorias
de algunos enfermos para ser remitidos al laboratorio correspondiente para el analisis
virologico. La distribucion de los médicos centinela en cada territorio responde a
criterios urbano-rurales, de dispersion geografica, piramide de edad, distribucion laboral
de la poblacion (industrias, servicios, agricultura), etc, y debe cubrir, como minimo, el

1% de ésta (en http://www.seimc.org).

En Andalucia, desde 1994, adaptandose a este sistema, funciona la Red de
Vigilancia Epidemioldgica de la Gripe, formada por 124 médicos de familia y pediatras,
que ejercen su actividad en centros de atencion primaria (centros de salud y
consultorios) de toda la Comunidad Autonoma. Los datos aportados por la vigilancia
epidemiologica son fundamentales para el conocimiento de la difusion e impacto clinico
(frecuencia de aparicidon de la enfermedad, morbilidad y mortalidad) de las cepas de

influenza que se aislan cada temporada.
1.4.2. VIGILANCIA VIROLOGICA

Hay tres tipos de laboratorios encargados de la vigilancia gripal: laboratorios
regionales asociados a redes centinela, laboratorios nacionales y laboratorios
internacionales, éstos ultimos integrados en el sistema de vigilancia de la OMS.

Los laboratorios regionales realizan el aislamiento de los virus gripales de las
muestras remitidas por los médicos centinela de su territorio y, dependiendo de la
dotacion tecnoldgica de que dispongan, podran caracterizarlos en tipos y subtipos. Los
laboratorios de los centros nacionales confirman o determinan el tipo o subtipo de los
virus aislados por los laboratorios regionales, o desarrollan un analisis genético o
antigénico mas profundo. Los centros nacionales de gripe remiten los virus,
parcialmente caracteriados, 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.

El laboratorio de Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Virgen de
las Nieves de Granada participa desde la temporada 1994-95 en el programa de
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vigilancia de la gripe en Andalucia, cuya red de vigilancia esta integrada en la Red

Nacional de Vigilancia de la Gripe.

El papel fundamental del laboratorio de virologia dentro de la red de vigilancia es
el de procesar las muestras remitidas semanalmente por los médicos centinelas de la
Comunidad vy aislar e identificar los virus gripales circulantes. Para ello, el laboratorio
debe contar con la capacidad de aislar virus gripales en uno o mas sistemas de cultivo,
y por tanto, disponer de las instalaciones y material necesario para mantener lineas
celulares en condiciones 6ptimas, asi como los reactivos necesarios para la correcta
identificacion de los virus aislados, tanto a nivel de especie como de subespecie, todo
ello para cumplir los objetivos basicos de un programa de vigilancia: conseguir
aislamientos precoces en la temporada gripal e identificacion y caracterizacion
temprana de los virus aislados.

La vigilancia virolégica en Andalucia se lleva a cabo en los mismos centros de
salud designados para la vigilancia epidemiologica.

Con los datos epidemiologicos y virolégicos semanales, recibidos en el Servicio
de Vigilancia Epidemiologica y Evaluacion, se elabora un informe, que se difunde a:

- los médicos participantes

- la Unidad de Virologia del Hospital Virgen de las Nieves de Granada

- el Centro Nacional de Epidemiologia (CNE)

- el Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitaria

(CNMVIS) de Majadahonda

- otras redes centinela del territorio nacional

- la direccién de todos los Centros de Salud de Andalucia

Al finalizar la temporada de gripe, se realiza un informe final de los datos

generados por el Grupo de Vigilancia de Andalucia.






II. ESTADO ACTUAL DEL TEMA Y OBJETIVOS
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La IRA de etiologia virica es uno de los sindromes que con mas frecuencia
afectan al hombre, incluyendo cuadros que van desde el resfriado comun hasta otros
mas graves como la neumonia o la bronquiolitis. En los ultimos afos, gracias a la
aplicacion de nuevas tecnologias de deteccion de acidos nucleicos, se han afadido a
los VR “clasicos” (gripe, VRS, rinovirus, VPI, CoV 229E y OC43, ADV y enterovirus)
otros virus capaces de producir infeccidn respiratoria aguda: hMPV, CoV-SRAG, CoV
NL63, CoV HKU1 y HBoV.

HBoV se ha identificado en secreciones respiratorias y en suero de pacientes
con IRA, asi como en el las heces de pacientes con gastroenteritis (con o sin IRA),
aunque esto no es garantia de que se comporte como agente causal de los sintomas.
Ademas, la elevada frecuencia de codeteccion de BoV junto con algun otro VR y la
existencia de pocos estudios que incluyan grupos control de individuos asintomaticos,
hace dificil asegurar el papel de agente causal de IRA.

Por ello, el objetivo general de este trabajo es analizar la presencia de virus
productores de infeccidbn respiratoria aguda en nuestro medio, incluyendo la
investigacion de HBoV y hMPV y CoV OC43, 229E, asi como nuevos CoV, NL63 vy
HKU1.

Los objetivos concretos son:

1. Screening retrospectivo de nuevos VR, HBoV, hMPV y CoV NL63 y HKU1 (asi
como CoV 0OC43 y 229E), mediante TAAN, en muestras respiratorias
pertenecientes al periodo comprendido entre octubre de 2006 y septiembre de
2008.

2. Analisis de los resultados globales obtenidos en el estudio virologico de
muestras de pacientes con IRA.

3. Estudio de la relacion entre los datos clinico-epidemiolégicos y los resultados

virologicos.

4. Estudio del papel de nuevos VR en la IRA en nuestro medio.






lll. MATERIAL Y METODOS
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ll.1. PERIODO DE ESTUDIO

El estudio se realizd de manera retrospectiva sobre muestras tomadas entre
octubre de 2006 y septiembre de 2008.

l11.2. AMBITO, PACIENTES Y MUESTRAS

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Virologia del Servicio de Microbiologia
del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, y se incluyeron en él dos grupos de
muestras: muestras respiratorias de pacientes del area hospitalaria (en adelante,
muestras hospitalarias), y muestras respiratorias de pacientes de Centros de Salud
remitidas por los médicos centinela de la Red de Vigilancia de gripe en Andalucia (en
adelante, muestras extrahospitalarias).

[11.2.1. MUESTRAS HOSPITALARIAS

111.2.1.1. AMBITO DEL ESTUDIO

El Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada figura entre los grandes
hospitales del Sistema Sanitario Publico de Andalucia (SSPA), situandose como un
hospital de tercer nivel, dotado de una Cartera de Servicios de alta complejidad, con
equipamiento de ultima generacion en las areas de diagnostico y tratamiento, y con una

plantilla superior a los 4.600 profesionales.

El Hospital da cobertura al area norte de la provincia de Granada, con una
poblacion de derecho de 439.035 personas. El Hospital dispone de 1.200 camas
instaladas (es decir, 2,73 camas por cada 1.000 habitantes). Atiende mas de 900.000
consultas al afio y es referencia del SSPA en la provincia de Granada y para las
provincias de Jaén y Almeria (Hospital Virgen de las Nieves, 2010). Constituye
referencia, a nivel de nuestra Comunidad Auténoma, en distintas areas de
conocimiento (entre ellas la Unidad de Virologia), lo que hace que la poblacion de
hecho sea mayor debido a esta fuerte atraccion de numerosas personas de fuera de

nuestra area hospitalaria.
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1.2.1.2. SUJETOS DE ESTUDIO

Los sujetos incluidos en este estudio fueron personas de cualquier edad,
atendidas en alguno de los servicios del Hospital (incluyendo los servicios de
Urgencias), por presentar un cuadro clinico compatible con IRA.

[11.2.1.3. RECOGIDA Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

Las muestras estudiadas fueron lavados nasofaringeos, exudados
nasofaringeos, LBA, exudados faringeos y esputos.

El lavado o aspirado nasofaringeo se realizaba, tras instilacién de 1-1,5 mL de
suero salino estéril en una de las fosas nasales del paciente, con un catéter conectado
a una fuente de succién (jeringuilla, bomba de vacio) que hacia una aspiracion suave
desde la nasofaringe. El material aspirado llega hasta un contenedor estéril, que servira
como recipiente de transporte.

Para los exudados nasofaringeo y faringeo, se usaron hisopos flexibles, de
Dacron o rayon, con mango de alambre o plastico. Con éstos se frotaron la mucosa de
nasofaringe posterior o faringe y amigdalas, evitando tocar la lengua. Después, los
hisopos se colocaron en tubo con medio de transporte de virus (MTV, anexo I),
suministrado previamente por el laboratorio de Microbiologia.

El LBA se realizaba con fibrobroncoscopio, el cual se inserta hasta el arbol
bronquial y se instila suero fisiologico estéril. La aspiracion del liquido recupera las

secreciones en un contenedor estéril.

La muestra de esputo procedia de expectoracién espontanea, preferiblemente

matinal.

Las muestras se enviaron al laboratorio de Microbiologia en un tiempo inferior a
1h. Cada muestra se acompano de un volante de peticion que debia incluir los datos de
filiacion del paciente (nombre, edad, sexo), y en ocasiones la orientacion diagnostica.

11.2.1.4 RECEPCION, ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO INICIAL DE LAS
MUESTRAS EN EL LABORATORIO

Tras la recepcion de las muestras en el laboratorio, se le asigné un numero de

identificacion a cada una. Se recogieron los datos demograficos y clinicos.



Material y métodos | 61

A los tubos de muestras tomadas con escobillén se les anadid® una bolita de
cristal estéril y se agitaron en vortex durante unos segundos. Se retiraron los

escobillones con una pinza estéril.

En el caso de muestras de lavado o aspirado nasofaringeo, esputo y LBA, se les
anadid una o mas bolitas de cristal estéril, y a veces PBS (anexo 1) y se agitaron en

vortex para romper los restos de moco.

Tras este procesamiento inicial, cada muestra se dividid en dos alicuotas de 2
mL: una para deteccién de antigenos virales y/o cultivo celular, a la que se afadieron
200 pL de mezcla antibidtica (10% del total de la muestra) (anexo 1), y se incub6 a 4°C

durante 30 min, y otra para deteccién molecular, que se congel6 a -80°C.
[1.2.2. MUESTRAS EXTRAHOSPITALARIAS

111.2.2.1. AMBITO DEL ESTUDIO

La organizacién de la red de Vigilancia de Gripe en Andalucia corre a cargo de la
Subdireccion de Coordinacion de Salud (Servicio Andaluz de Salud, SAS), y del
Servicio de Epidemiologia y Salud Laboral (Consejeria de Salud, Junta de Andalucia).
Esta red lleva a cabo la vigilancia epidemioldgica (médicos centinela) y vigilancia
virologica (laboratorio de referencia). El laboratorio de referencia para la vigilancia
virolégica forma parte de la Unidad de Virologia del Servicio de Microbiologia del
Hospital Virgen de las Nieves de Granada. Durante las dos temporadas del estudio
(2006-2007 y 2007-2008) la vigilancia virologica se llevd a cabo con las muestras
enviadas por 26 médicos centinela, 19 médicos generales y 7 pediatras, que
pertenecian a los siguientes centros de salud o consultorios repartidos entre las 8

provincias de la comunidad andaluza:

- Centro de Salud Adra (Adra, Almeria)

- Centro de Salud Virgen del Mar-Los Molinos (Almeria)

- Consultorio de Pechina (Bajo Andarax, Almeria)

- Consultorio de Vera (Vera, Almeria)

- Centro de Salud Conil “La Atalaya” (Conil, Cadiz)

- Centro de Salud Jerez-San Telmo (Jerez, Cadiz)

- Consultorio San Martin del Tesorillo (Jimena de la Frontera, Cadiz)
- Centro de Salud Puerto Real (Puerto Real, Cadiz)



62 | Material y métodos

- Centro de Salud Rodriguez Arias (San Fernando, Cadiz)

- Centro de Salud Sanlucar Barrio Bajo (Sanlucar de Barrameda, Cadiz)
- Centro de Salud La Marina (Cérdoba)

- Centro de Salud Poniente Norte (Cérdoba)

- Consultorio El Viso (El Viso, Cordoba)

- Centro de Salud La Chana (Granada)

- Centro de Salud Zaidin-Sur (Granada)

- Centro de Salud Guadix (Guadix, Granada)

- Centro de Salud Motril-Centro (Motril, Granada)

- Centro de Salud Cartaya (Cartaya, Huelva)

- Centro de Salud El Torrejon (Huelva)

- Centro de Salud Alcaudete (Alcaudete, Jaén)

- Centro de Salud Ubeda (Ubeda, Jaén)

- Centro de Salud Cartama-Estacién (Cartama, Malaga)

- Centro de Salud Palma-Palmilla (Malaga)

- Centro de Salud Virgen de la Estrella (Coria del Rio, Sevilla)
- Centro de Salud Maria Fuensanta Pérez Quirds (Sevilla)

11.2.2.2. SUJETOS DE ESTUDIO

Los sujetos incluidos en este estudio fueron personas de cualquier edad,
atendidas por el médico informante o su sustituto, ya sea en urgencias o en consulta,
con sindrome febril (> 38°C) mas un cuadro de IRA, que se encuentre dentro de los

tres primeros dias desde que se iniciaron los sintomas (hasta 72 horas de evolucion).

[11.2.2.3. RECOGIDA Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

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 concentracion de células epiteliales. Para su envio, los dos escobillones se
colocaron en un unico tubo que contenia una bolita de cristal estéril y 2 mL de MTV
para la preservacion de la viabilidad de virus (anexo 1), que era suministrado
previamente por el laboratorio de Microbiologia a los médicos centinela. 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 I11.1).
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1b
Figura lll.1. Muestra de exudado nasal+faringeo en medio de transporte de virus (1a)

y bolsa isotérmica utilizados por la red centinela de gripe de Andalucia (1b)

Cada muestra se acompafié de un formulario con los siguientes datos del
paciente: datos de filiaciéon (hombre, edad, sexo), estado vacunal, presencia de fiebre,
tos, rinorrea, odinofagia o sintomas gastrointestinales, tiempo de evolucién de los
sintomas, prescripcion de antibidticos y si se consideraba “sindrome gripal” (SG) segun
los criterios de inclusion de la Organizacion Mundial de Médicos de Familia (WONCA,
1983) (tabla III.1).

Tabla lll.1 Criterios de inclusién de sindrome gripal (“influenza-like illness”) de la WONCA
1. Epidemia de gripe mas 4 de los criterios clinicos incluidos en el punto 2

2. Seis de los criterios siguientes:
e Comienzo subito (hasta 12 horas)
e Tos
o Fiebre
e Escalofrios
o Postracion y debilidad
e Mialgia y dolor generalizado
¢ Rinitis
e Faringitis

¢ Contacto con un caso
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1I.2.2.4 RECEPCION, ALMACENAJE Y PROCESAMIENTO INICIAL DE LAS
MUESTRAS EN EL LABORATORIO

Tras la recepcion de las muestras en el laboratorio, se le asigné un numero de

identificacion a cada una. Se recogieron los datos demograficos y clinicos.

Cada tubo de muestra se agito en vortex durante 10 seg. Tras retirar los
escobillones con una pinza estéril, se anadieron 200 yL de mezcla antibittica (anexo 1),
y se incubd a 4°C durante 30 min.

Tras este procesamiento inicial, la muestra se dividié en una alicuota para cultivo
viral y otra para deteccién molecular que se congel6 a -80°C hasta su posterior

procesamiento.

111.3. METODOS DE DIAGNOSTICO VIROLOGICO

111.3.1. TECNICAS DE DETECCION DE ANTIGENO
Solo se emplearon sobre muestras de lavado nasofaringeo. Se realizaron antes
de la descontaminacién antibiotica de la muestra.

En primer lugar se realizo un test de deteccidn de antigeno de VRS. Sdlo cuando
éste resultaba negativo, se continuaba con el test de deteccion de antigeno de gripe. Y

so6lo las muestras negativas para las dos pruebas se procesaron para cultivo viral.

111.3.1.1. DETECCION DE ANTIGENO DE VRS

Se empled el kit Binax NOW® RSV (Inverness Medical Innovations, Cranfield,
UK) siguiendo las indicaciones del fabricante. Es una inmunocromatografia de
membrana para deteccidn cualitativa del antigeno de la proteina de fusidn del VRS.

Las muestras con escobillén requieren un paso preparatorio en el que el hisopo
debe introducirse en una solucién incluida en el kit. Las pruebas con lavado nasal no

necesitan esta preparacion.

Para realizar la prueba, la muestra se afiade a la almohadilla de color blanco
situada en la parte superior de la tira de prueba y se cierra el dispositivo. El antigeno
del VRS presente en la muestra reacciona uniéndose al anticuerpo conjugado con oro
coloidal presente en la tira. El complejo resultante antigeno-anticuerpo migra a través
de la membrana y es capturado por anticuerpos especificos inmovilizados, formando la
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linea de la prueba. El exceso de anticuerpo conjugado es capturado por anti-

inmunoglobulinas totales formando la linea control (figura 111.2).

La prueba se completa en 15 min. Si aparecen tanto la linea especifica como la
linea control, el resultado es positivo. Si aparece solamente la linea de control, el
resultado es negativo. Si no aparece la linea de control, el ensayo no es valido,

independientemente de que aparezca o no la linea problema.

MLUESTREA '
|

s ‘

CONTROL | | (| |

Figura lll.2. Esquema de reaccion inmunocromatogréafica positiva (A), negativa (B) e invéalida (C)

con el test Binax® Now RSV

111.3.1.2. DETECCION DE ANTIGENO DE GRIPE

Se empleo el kit comercial Clearview Exact Influenza A & B (Inverness Medical
Innovations). El fundamento es similar al que utiliza Binax Now para deteccion de VRS.

En este caso, el reactivo contiene anticuerpos especificos de gripe A y B
conjugados con oro coloidal. El antigeno presente en la muestra reacciona con éstos, y
los complejos son capturados por anticuerpos monoclonales especificos de gripe Ay
de gripe B inmovilizados a diferentes alturas de la tira. Igualmente, el kit contiene una

linea control de reaccion.
111.3.2. AISLAMIENTO Y DETECCION DE VIRUS EN CULTIVO CELULAR

Tanto las muestras en las que la deteccion de antigeno fue negativa, como las
muestras en las que no se realizd deteccion de antigeno, se inocularon en cultivo

celular.

111.3.2.1. MANTENIMIENTO y PREPARACION DE LAS LINEAS CELULARES

111.3.2.1.1. PREPARACION DE SHELL-VIAL DE MDCK

Para el aislamiento de virus de la gripe se utilizd la linea celular MDCK,
procedentes de rifion canino de la raza Cocker Spanier (“Madin Darby canine kidney”)
(Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid). Esta linea
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celular se mantiene en el laboratorio por pases sucesivos con MEM suplementado con
un 10% de suero fetal bovino (SFB) y mezcla antibiética (MEM 10%, anexo 1).
Semanalmente se preparaban tubos de fondo plano para cultivo rapido mediante
técnica de shell-vial (SV). Las células crecen formando monocapa sobre un
cubreobjetos circular de 12 mm de diametro incluido dentro del tubo de fondo plano.

El procedimiento de preparacion de las lineas celulares se resume a

continuacion:

1° A un frasco con células MDCK crecidas en monocapa, se le retira el medio de
mantenimiento y se trata con una solucion para disgregacion de células a base de

tripsina-EDTA a 2,5mg/mL (anexo I).

2° Tras anadir 10 mL de MEM 10% al frasco, se disgregan las células aspirando
y expulsando la suspension varias veces a traves de una pipeta de plastico estéril.

3° Se le anade el resto del MEM 10% necesario, y tras mezclar bien toda la
suspension, se reparte en frascos y tubos de fondo plano para SV a razén de 30 mL
por frasco (de 250 mL) y 1 mL de suspension de células por tubo.

4° Los tubos para shell-vial se incuban verticalmente, para permitir el crecimiento

de las células en monocapa, a 37°C.

5° A las 24 h, se observa en microscopio invertido si se ha formado monocapa
en los tubos, y se les cambia el medio de crecimiento por medio de mantenimiento,

MEM suplementado con un 1% de SFB (MEM 1%, anexo 1), a razén de 1 mL por tubo.
111.3.2.1.2. PREPARACION DE SHELL-VIAL DE COCULTIVO

Para el aislamiento de virus de la gripe Ay B, VPI 1-3, VRS y ADV se utilizaron
tres lineas celulares, HEp-2, LLC-MK2 y MDCK, dispuestas en cocultivo (designado
con las siglas CoHLM) en el mismo tubo de fondo plano, siguiendo el protocolo descrito
por Navarro-Mari y cols (Navarro-Mari y cols, 1999). Para ello, las tres lineas se
mantuvieron de forma independiente hasta conseguir una concentracién final de
150.000 células/mL. Se prepar6 una suspension de 50.000 células/ml de cada una de
las lineas celulares en MEM 10%.

El procedimiento de preparacién de CoHLM se resume a continuacion:

1° A un frasco de 30 mL con células (HEp-2, LLC-MK2 o MDCK) crecidas en

monocapa, se le retira el medio de mantenimiento y se enjuaga tres veces con solucion
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de disgregacion de células (anexo ). Al observar que las células se estan
desprendiendo del frasco o que la tripsina se enturbia, se retira toda la tripsina y se
golpea el frasco con la mano para desprender todas las células y arrastrarlas con la
tripsina que hubiese quedado.

2° Tras anadir unos 30 mL del medio de crecimiento correspondiente segun el
tipo celular (MEM 5% para HEp-2, MEM 10% para LLC-MK2 y MEM 10% para MDCK),
se disgregan las células aspirando y expulsando la suspension unas 20 veces a través
de una pipeta de plastico estéril, para homogeneizar las células.

3° Se le afiade el resto de medio de crecimiento necesario, y se mezcla bien
toda la suspensidn. Se mezclan a partes iguales las tres lineas del cocultivo, y esta
mezcla se reparte en tubos de fondo plano para SV a razén de 1 mL por tubo.

4° Los tubos se incuban a 37°C verticalmente, durante 24 h, y si tras este
periodo se ha formado la monocapa se cambia el medio de crecimiento por medio de

mantenimiento (MEM 0%, anexo 1).

111.3.2.1.3. PREPARACION DE TUBOS DE CULTIVO CELULAR TRADICIONAL Y SV
DE MRC-5

Para el aislamiento de rinovirus y enterovirus se usoé cultivo tradicional en tubo
de linea celular diploide comercial de fibroblastos fetales humanos: MRC-5 (Vircell S.L.,
Granada, Espafia). En muestras de LBA se investigd ademas la presencia de virus
herpes (herpes 1 y 2, varicela zoster y citomegalovirus) mediante SV con la misma
linea celular MRC-5.

Para la preparacion de los tubos de cultivo celular se emplea MEM
suplementado con un 20% de SFB, que se afade al preparado comercial en la
cantidad suficiente para obtener una concentracion de 150.000 células MRC-5/mL, y el
medio resultante se reparte a razén de 30 mL por frasco de 250 mL, y de 1 mL por tubo
de cultivo tradicional o SV.

Los tubos de cultivo tradicional se incuban horizontalmente con una inclinacién
de 15° y los de SV verticalmente, a 37°C. A las 24 h, se observa en microscopio
invertido la formacién de monocapa en los tubos, y se les cambia el medio de

crecimiento por medio de mantenimiento (MEM 1%, anexo I), a razén de 2 mL por tubo.
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1.3.2.2. CULTIVO VIRAL

11.3.2.2.1. CULTIVO EN TUBOS DE FONDO PLANO MEDIANTE TECNICA “SHELL-
VIAL”

Se inocularon dos viales de fondo plano de MDCK (muestras extrahospitalarias)
o CoHML (muestras hospitalarias) por cada muestra, y tres viales de MRC-5 en el caso
de los LBA.

Tras retirar el medio de crecimiento del vial, se inocularon 200 uL de muestra.
Los viales fueron centrifugados a 800 x g durante 45 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se dejo adsorber la muestra sobre la monocapa durante 1 h a 37°C.
Posteriormente, sin decantar la muestra, se afiadieron 2 mL de MEM 0% suplementado
con TPCK-tripsina (medio de inoculacién, anexo 1), y se incubaron a 37°C y en

agitacion continua (120 rpm), durante 48 h.

111.3.2.2.2. CULTIVO TRADICIONAL EN TUBO

Se inoculé un tubo de MRC-5 por cada muestra hospitalaria. Tras retirar el
medio del tubo, se inocularon 200 uL de muestra. Se dejo adsorber la muestra sobre la
monocapa durante 90 min a 37°C. Posteriormente se afadié a cada tubo 2 mL de
medio de inoculacion para MRC-5 (MEM 1%, anexo 1), y se incubé a 37°C

horizontalmente con una inclinacién de 15°.

Los tubos se observaron diariamente con microscopio invertido, para deteccién

de efecto citopatico (ECP) hasta los 14 dias.

11.3.2.3. DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS EN CULTIVO

11.3.2.3.1. INMUNOFLUORESCENCIA DE SCREENING SOBRE CULTIVO EN SV

Tras 48 horas de incubacion, se retir6 el sobrenadante del cultivo en SV, con
pipeta estéril, colocandolo en un tubo estéril rotulado con el numero de muestra.

El vial con el cubreobjetos con la monocapa celular se lavé con tampén PBS pH
7,2 aspirando con pipeta Pasteur todo el PBS tras el lavado. Se fijo6 con 2 mL de
acetona fria, durante 10 min, tras lo cual se lavo ligeramente con PBS pH 7,2. El
cubreobjetos se extrajo del vial y, una vez seco, se pego sobre portaobjetos con DPX
(pegamento) (Aldrich Chemical Co. Dorset-England). Se afiadieron 25 uL del reactivo

de fluorescencia.



Material y métodos | 69

En el caso de los SV de MDCK, se emple6 una inmunofluorescencia directa con
una mezcla (A+B Mix, anexo |) de anticuerpos monoclonales especificos frente a los
virus de la gripe A y B [D® Ultra™ DFA Influenza A/lnfluenza B 2 mL Reagent Set
(Diagnostic Hybrids, Athens, OH)]. Los portaobjetos se incubaron en camara oscura y
humeda a 37°C durante 20 min. Tras la incubacién se lavaron con PBS pH 7,2 durante

5 min en agitacién suave y posteriormente se dejaron secar.

En el caso de los SV de CoHLM se utilizé el kit de IF indirecta IMAGEN™
Respiratory Screen (OXOID, UK), que contiene una mezcla de anticuerpos
monoclonales frente a VRS, virus de la gripe Ay B, VPI 1,2 y 3, y ADV, siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Para la deteccion de VHS y CMV se utilizaron, sobre el cubreobjetos del SV de
MRC-5, los anticuerpos monoclonales incluidos en los kits de IF indirecta
siguientes:Cytomegalovirus DFA kit (Light Diagnostics, USA) y Herpes simplex 1 and 2

identification Mab (Vircell, Spain), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Una vez seca la preparacion, se le anadi6 medio de montaje (glicerina
tamponada), se le coloco un cubreobjetos encima de cada cubreobjetos, y se
observaron en microscopio de fluorescencia (Leica DMLB, con objetivo de 40X para

detectar células con patron tipico de fluorescencia (color verde manzana).

El sobrenadante del cultivo en MDCK se utilizé para deteccion de virus de la
gripe mediante TAAN (ver mas adelante, apartado 11.4.1.2).

111.3.2.3.2. TIPADO DE VIRUS GRIPALES MEDIANTE INMUNFUORESCENCIA
DIRECTA

En los casos en que la inmunofluorescencia de screening fue positiva, se extrajo
el cubreobjetos del segundo SV, se partié por la mitad, se fijo al portaobjetos, y se
afnadio el anticuerpo monoclonal de gripe A a una mitad, y el anticuerpo monoclonal de
gripe B a la otra mitad. Después de esto, se continué siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado anterior.
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111.3.2.3.3. TIPADO DE VIRUS RESPIRATORIOS

En caso de que la fluorescencia de screening del CoHLM fuera positiva, se
desprendian las células de la monocapa del segundo SV mediante pipeta Pasteur de
plastico y se pasaban a un tubo de microcentrifuga. Se centrifugaba a 14.000 rpm en
microcentrifuga durante 5 min, se decantaba el sobrenadante y se resuspendia en 0,2
mL de PBS pH=7,2. Se ponian 10 uL de sedimento por pocillo, en un total de 7 pocillos,

se dejaba secar y se fijaba con acetona fria durante 10 min.

Sobre cada pocillo se afiadia cada uno de los reactivos de IF directa usados
para deteccion de VRS [IMAGEN™ Respiratory Syncytial Virus (VRS) (OXOID, UK)],
virus de la gripe A y B [D® Ultra™ Influenza Alinfluenza B 2 mL Reagent Set
(Diagnostics Hybrids, Athens, OH)], VPI 1, 2 y 3 [IMAGEN™ Parainfluenza (OXOID,
UK)] y ADV [IMAGEN™ Adenovirus (OXOID, UK)].

1.3.2.3.4. DETECCION DE EFECTO CITOPATICO SOBRE CULTIVO EN TUBO
TRADICIONAL

El ECP de picornavirus puede aparecer a partir del tercer dia tras la inoculacion.
Las células se redondean, el nucleo se vuelve picnético y mas tarde se fragmenta. Las
células se granulan o vacuolan y se desprenden de la superficie del cristal o plastico.
Caracteristicamente, el redondeamiento se observa en grupos de células, cuyo tamafio
va aumentando en el curso de varios dias. Cuando el crecimiento es lento o el inéculo

viral es de bajo titulo, el ECP puede no ser observado.

Cuando se detecta este patron de ECP, se realizan pases para aumentar el titulo
viral y proceder a las pruebas de identificacion. Para detectar y diferenciar enterovirus y
rinovirus se emplean las técnicas de sensibilidad al cloroformo y sensibilidad a pH
acido. Al ser virus desnudos, enterovirus y rinovirus son resistentes al tratamiento con
cloroformo, y se utiliza la sensibilidad a pH acido como caracteristica distintiva (tabla
111.2).

Tabla lll.2. Pruebas fisico-quimicas paraidentificacion de enterovirus y rinovirus

Enterovirus Rinovirus

Tratamiento con cloroformo Resistente Resistente

Tratamiento con pH acido Resistente Sensible
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l1l.4. METODOS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

l11.4.1. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

111.4.1.1. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS DE LA MUESTRA

Se realiz6 extraccion de acidos nucleicos totales a 250 pL de la alicuota de la
muestra previamente congelada a -80°C para investigacion de HBoV, hMPV y CoV.
Para ello se utiliz6 el sistema automatico COBAS® AmpliPrep y el kit comercial
COBAS® AmpliPrep Total Nucleic Acid Isolation Kit (TNAI) (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). En el proceso de extraccion se producen los siguientes

fendmenos:

1. Digestion de proteinas por una solucién de proteasas para facilitar la
liberacidn de los acidos nucleicos.

2. Desnaturalizacion de proteinas tras la adicion de un buffer de lisis, que
consigue que ARN y ADN queden liberados y estabilizados.

3. Unidn de los acidos nucleicos a particulas de cristal magnéticas.

4. Eliminacion de todas las sustancias no unidas a las particulas de cristal,
como proteinas desnaturalizadas, restos celulares y posibles inhibidores
de la PCR como la hemoglobina, y reduccion de la concentracion de sal.

5. Elucién de los acidos nucleicos purificados a altas temperaturas.
Brevemente, la técnica que se siguio fue la siguiente:

1. Comprobar que el instrumento COBAS® AmpliPrep tiene todo el material fungible
necesario para realizar la técnica (SPUs, k-tips, S-tubes output).
2. Atemperar muestras y reactivos. Incubar el Specimen Diluent (TNAI CS4) durante
1 hora a 37°C y mezclar bien antes de su uso.
3. Introducir los cassettes en el instrumento: el CS1 en un rack de reactivos en
posicion A, y CS2, CS3 y CS4 en un rack en posiciones B, C, D o E.
4. Preparacion de las muestras (en cabina de seguridad bioldgica tipo I1):
Colocar en el rack de muestras los clips y los tubos S-tubes input, rotulados en el
mismo orden de las muestras. Dispensar 400 uL de la muestra, control negativo
y controles positivos (250 uL para extraccion y resto de volumen “muerto”
requerido por el aparato).
5. Introducir la orden de trabajo.
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6. Introducir el rack de muestras en el aparato, en posiciones F, G o H.
7. Al finalizar el proceso, sacar los tubos de extraccion, comprobar que todos tienen
el mismo volumen de extraido y que no presentan anomalias. Rotular los tubos

output con el numero de muestra o control correspondiente.

111.4.1.2. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS DEL SOBRENADANTE DE MDCK

Se utilizaron 200 uL de cada sobrenadante para realizar la extraccion de acidos
nucleicos totales mediante el sistema automatico Nuclisens easyMAG (BioMérieux,
Lyon, Francia). La muestra se somete primero a lisis y union de particulas de silice
magneética a los acidos nucleicos liberados tras la lisis. A la cubeta de reaccidn se une
un iman que captura las particulas de silice unidas a los acidos nucleicos. Durante este
proceso, se realizan diversos lavados para eliminar el buffer de lisis y productos de
desecho de la extraccion. En el paso final, tras la adicion del buffer de elucion vy
calentamiento de la cubeta, se liberan a ésta los acidos nucleicos puros en el volumen

que se le haya programado.
Brevemente la técnica es la siguiente:

1. Los 200 uL de cada sobrenadante de cultivo se incubaron 10 min a
temperatura ambiente con 2 mL de buffer de lisis (suministrado con el kit).

2. El volumen total de esta solucion se transfirié a las cubetas de reaccion y se
les anadieron 100 uL de silice magnética, previamente diluida 1:2 con buffer
3 de elucion (suministrado con el kit). Se programé el instrumento para
extraccion con lisis previa externa, partiendo de 200 puL de muestra y un
volumen de elucion de 60 pL.

3. Tras el proceso de extraccion se recogen los acidos nucleicos eluidos en un
tubo eppendorf con tapdn a rosca previamente rotulado con el nimero de
muestra o tipo de control correspondiente.

111.4.2. RETROTRANSCRIPCION DEL ARN

La muestra extraida se sometio a retrotranscripcion (RT) utilizando el kit
comercial iScript™ Reverse Transcriptase System (Bio-Rad Laboratories Headquarters,
Hercules, CA), que sintetiza ADN complementario (ADNc) con cebadores “random”,
que consiste en una mezcla de hexanucledtidos. Con estos, se consigue la sintesis de

la molécula completa de ADNc al ARN viral de partida. A 10 uL del eluido tras la
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extraccion se le afadieron 5 uL de agua, 4 pL del tampon de RT (5X) y 1 uL de enzima
retrotranscriptasa, en un tubo de PCR de 0,2 ml de pared fina. La reaccion se llevé a
cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA) durante 30 min a 37°C, y posterior inactivacién de la enzima durante 5 min a
85°C.

111.4.3. AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La sintesis de cebadores y sondas utilizados en los diferentes protocolos de
amplificacion gendmica fueron sintetizados por Applied Biosystems (Cheshire, UK). El

nombre, secuencia y aplicacion de cada uno de ellos se muestran en el anexo Il.

111.4.3.1. DETECCION DE VIRUS DE LA GRIPE EN SOBRENADANTE DE MDCK

Se utilizd una PCR anidada multiple, que en el mismo tubo amplifica
simultdneamente virus de la gripe A subtipo H1, virus de la gripe A subtipo H3 y virus
de la gripe B, siguiendo la técnica descrita por Stockton y cols (Stockton y cols, 1998),
con algunas modificaciones. Amplifica un fragmento de la region HA1 del gen de la
hemaglutinina de los virus de la gripe Ay B. En una primera PCR se incluyen tres sets
de cebadores para cada uno de los tipos y subtipos a detectar (AH1, AH3 y B). La 2°
PCR o PCR anidada incluye otros 3 sets de cebadores internos, cada uno de los cuales
amplifica una region mas pequefa del producto de la primera amplificacién. Con esta
22 PCR se consigue aumentar la sensibilidad y especificidad de la técnica.

Primera PCR:

Para un volumen de reaccion de 50 uL se utilizé: 5 uL de buffer de PCR 10X, 4
uL de MgCl; (25 mM), 10 pmol de cada uno de los cebadores AH1 A, AH1 FIl, AH3 A,
AH3 DII, BHA A y BHA DlII, 0,3 uL de Tag DNA polimerasa (5U/ uL) y 10 uL del ADNc
obtenido tras la RT.

La reaccion se llevo a cabo en el termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, Foster City, CA), bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion durante 3 min a 95 °C, 35 ciclos de 1 mina 94 °C + 1 min a 50 °C + 1

min a 72 °C, y extension final durante 10 min a 72°C.
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Seqgunda PCR:

Para un volumen de reaccion de 50 uL se utilizé: 5 uL de buffer de PCR 10X, 4
uL de MgCl; (25 mM), 25 pmol de cada uno de los cebadores AH1 B, AH1 Ell, AH3 B,
AH3 CII, BHA By BHA CIlI, 1 uL de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 10 mM), 0,3
uL de Tag DNA polimerasa (5U/ uL) y 2 uL del producto de la 12 amplificacion.

La reaccion se llevé a cabo en el termociclador bajo las siguientes condiciones: 5
min a 94 °C, 35 ciclos de 1 min a 93 °C + 1 min a 55 °C + 1 min a 72 °C, y un ciclo de

extension final de 10 min a 72°C.

La deteccidén de los productos de amplificacidon se realizé mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% preparado en tampon TBE 1X (anexo 1), con 0,5 ng/mL de
bromuro de etidio. Se cargd en cada pocillo del gel 10 uL del producto de la PCR con
un 10% de solucién de azul de bromofenol como buffer de carga. La visualizacién de
las bandas se realizé bajo luz ultravioleta.

En cada electroforesis se incluyé el marcador de peso molecular DNA Molecular
Weight Marker VI (0.15-2.11kbp) (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).

La electroforesis se llevo a cabo con una fuente de alimentacién BIO-RAD Model
200/2.0 Power Supply (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), a 110 V durante 45-50 min.

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

se muestra en la figura Il1.3.

Tamarfo del amplicén:

- Gripe AH1: 944 pb

- Gripe AH3: 591 pb 1000 pb-
- Gripe B: 767 pb 767

600 pb- s

Figura lll.3. Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de amplificacién de la

RT-PCR para virus de la gripe
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111.4.3.2. DETECCION DE NUEVOS VIRUS RESPIRATORIOS

11.4.3.1.1. DETECCION DE HBoV

La deteccion de HBoV se realiz6 mediante PCR-TR, amplificando un fragmento
de 81 pb de la region NP1 del genoma del virus (Lu y cols 2006). Para un volumen de
reaccion de 20 pL se utilizo: 4 pL del reactivo LightCycler FastStart DNA Master™-Y°
HybProbe (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), 0,5 uM de cebadores BoV-F y
BoV-R y 0,2 uM de sonda tagman® BoV-PR marcada con fluoresceina, y 5 uL del

extracto de acidos nucleicos.

Esta mezcla de reaccion se prepard en un capilar para PCR-TR. La reaccion se
llevo a cabo en el aparato LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics) segun el siguiente
protocolo: 10 min a 95°C, y 45 ciclos de 8 seg/95°C y 20 seg/60°C (hibridacién de
cebadores y extension de la cadena por la Tag DNA polimerasa). La lectura de la
fluorescencia se realiz6 en el canal 530 en cada ciclo de PCR tras la fase de
hibridacién/elongacién.

En cada PCR se incluyo, desde la extraccion, un control negativo (agua) y un
control positivo. Inicialmente, se utilizaron como controles positivos muestras de
aspirados nasofaringeos cedidos por el Dr. Vicente (Servicio de Microbiologia, Hospital
Donostia, San Sebastian). Con posterioridad, se usaron muestras en las que se detect6
HBoV durante el curso de este estudio.

Fluorescence

00~ w—e—s . - o 2 ot oo < S ~

0 2 4 6 & 10 f2 18 1 18 2 2 24 M 2 N R ¥ B B 0 @ 4 @
Cycle Number
Figuralll.4. Curva de fluorescencia de la PCR en tiempo real

(Cp, “crossing point”, ciclo umbral de deteccion de fluorescencia)
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Se consideraron positivas aquellas muestras en las que el ciclo umbral de
deteccion de fluorescencia (“Crossing point”, Cp) estaba comprendido entre 15y 40. La
figura Ill.4 muestra un ejemplo de una curva tipica de fluorescencia obtenida tras un
proceso de PCR-TR.

SEMICUANTIFICACION DE HBoV

Se realizé semicuantificacion de HBoV en las muestras positivas para este virus
tomando como medida el Cp, como parametro para evaluar la significacion clinica real

del virus.

Para ello, previamente se realizaron una serie de ensayos de validacion de la
técnica de PCR en tiempo real para HBoV, para determinar la reproducibilidad de la
misma, y hacer uso del valor de Cp como medida semicuantitativa de la presencia de
HBoV en la muestra. Se realizé medida de la variabilidad intra e interensayo de la

técnica, segun el siguiente procedimiento:

Variabilidad intraensayo: fue determinada calculando el coeficiente de variacion

(CV) de los Cp de una misma muestra analizada 10 veces dentro de una misma serie.
Se utilizaron dos replicados: uno de ellos con carga viral elevada (Cp original: 24,49) y
otro con carga viral baja (Cp original: 38,57).

Variabilidad interensayo: se determind calculando el CV de los Cp de ambos

replicados utilizados para la validacion intraensayo, pero analizados en series

diferentes realizadas en dias consecutivos.

Se establecido como punto de corte el Cp de 28 para dividir a los pacientes
HBoV-positivos en pacientes con carga viral elevada y carga viral baja, dado que este
punto de corte habia demostrado corresponderse con una carga viral de 10*
copias/reaccion en el trabajo que describe la técnica de PCR-TR utilizada en esta tesis
(Luy cols 2006).

11.4.3.1.2. DETECCION DE hMPV

Se investigd hMPV, previa RT (apartado 111.4.2.), mediante PCR-TR segun el
protocolo descrito por Maertzdorf y cols (Maertzdorf y cols, 2004). Este método
amplifica un fragmento de 170 bp del gen conservado N del virus. Para un volumen de
reaccion de 20 pL se utilizo: 4 L del reactivo LightCycler FastStart DNA Master™-Y°

HybProbe (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), 0,5 uM de cebadores hMPV-F y
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hMPV-R y 0,2 uM de sonda tagman® hMPV-PR marcada con fluoresceina, y 5 pL del
ADNCc.

Esta mezcla de reaccion se prepard en un capilar para PCR-TR. La reaccion se
llevd a cabo en el aparato LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics) segun el protocolo
descrito en el apartado 111.4.3.1.1. para HBoV.

El protocolo de PCR-TR fue el mismo que para HBoV. También se siguieron las

mismas condiciones de inclusion de controles negativo y positivo.
11.4.3.1.3. DETECCION DE CoV

Para la deteccion de CoV OC43, 229E, NL63 y HKU1 se emple6 también PCR-
TR, con los cebadores forward (F1, F2, F3) y reverse (R1, R2, R3) y sondas tagman®
(P1 y P2) descritos por Kuypers y cols (Kuypers y cols 2007), para amplificar
fragmentos de 85-100 bp del gen 1b de la polimerasa. El subtipo de CoV 229E se
detectd usando el set de cebadores y sondas F3/R3/P2 y CoV NL63 con F2/R2/P1.

Para un volumen de reaccion de 20 uL se utilizo: 4 uL del reactivo LightCycler
FastStart DNA Master”™ HybProbe (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), 0,5
uM de cebador forward y reverse y 0,2 uM de sonda tagman® marcada con el fluoréforo

correspondiente, y 5 uL del ADNc.

Esta mezcla de reaccion se prepard en un capilar para PCR-TR. La reaccion se
llevé a cabo en el aparato LightCycler 2.0 segun el siguiente protocolo: 95 °C/10 min,
45 ciclos de 95 °C/10 seg + 60 °C/40 seg.

Los subtipos OC43 y HKU1 se detectaron ambos usando F1/R1/P1. A las
muestras positivas con este set de cebadores y sondas, se les realizé PCR especifica
de HKU1 mediante PCR-TR con los cebadores HKU1-F y HKU1-R, que amplifican un
fragmento de 444 pb del gen pol (Lau y cols, 2006). Se prepard un volumen total de 20
uL de mezcla de reaccion, con 10 pmol de HKU1-F y HKU1-R, 3,2 uL de MgCloy 2 uL
de DNA Master SYBR Green | del kit LightCycler® FastStart DNA Master Sybr Green |
(Roche Applied Science), y 4 uL de cDNA. El protocolo de PCR incluia 3 min/95 °C; 50
ciclos de 20 seg/94° C, 30 seg/50 °C y 30 seg/30 seg, seguido de un ciclo de 0 seg/95
°C, 30 seg/55 °C y 0/95°C. La deteccion de los amplicones mediante electroforesis se
llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11.4.3.1.
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Las muestras en las que se detect6 banda con el tamafo esperado se
consideraron positivas a HKU1, y aquellas en las que el resultado fue negativo, se
consideraron positivas a OC43.

En las figuras 1ll.5 y 11l.6, se muestra el algoritmo de procesamiento de las
principales muestras hospitalarias y extrahospitalarias, respectivamente, para estudio
de VR.

LAVADOERUDADO NASOFARINGED

DETECCION ANTIGENOS VRS ¥ GRIPE

Sinagalive

CULTHVO SHELL-VIAL (8Y)

INMURNOFLUORESCENCIAINDIRECTA
(POLIVALENTE)

CULTIVO MRC-5

DETECCION RINOVIRUS
YENTEROVIRUS

PCRBoY, nMPV vy CoV

iF DIRECTA {(monocionaesespecificosy
VRE ADY FLUA FLUB VP VR 2 vPIR

Figura lll.5. Procesamiento de muestras hospitalarias
FLU, virus de la gripe

EXUDADO NASAL + FARINGED

CULTIVO SHELL-VIAL (B8V)

CELULAS MDCK

HT.PCR FCR BoY, hiPY v CoV

ENMUNQFLUGR%%%ENQEA DIRECTA

GRIPE A Hi GRIPE AH3

Figura lll.6. Procesamiento de muestras extrahospitalarias

GRIFE B
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l1I.5. REGISTRO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Se elabor6 una base de datos en el programa MS Access XP con todos los
casos incluidos en el estudio, donde se registraron las variables demograficas,
epidemiologicas, clinicas y virologicas. En el caso de los pacientes hospitalarios en los
que se detectd HBoV se analizaron sus historias clinicas y se registré si existian signos

y sintomas de infeccidn del tracto respiratorio inferior.

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente con el programa
SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL).

111.5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

Se ha calculado rango, mediana y percentiles 25 y 75 para la unica variable
numérica estudiada, la edad, y frecuencias absolutas y relativas para las variables
cualitativas. El analisis descriptivo de los datos demograficos se ha hecho
segmentando los datos en funcion de la procedencia de las muestras (hospitalarias y
extrahospitalarias).

11.5.2. ANALISIS BIVARIANTE PARA ESTUDIAR LAS POSIBLES RELACIONES
ENTRE VARIABLES

La variable numérica “edad” se categorizd en 4 grupos para el analisis
bivariante. Por tanto, todos los analisis se han hecho con variables cualitativas por lo
que 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
(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 significativas cuando el valor que nos muestra esta fuera del

intervalo [-3, 3].

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

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 mezclo a partes iguales ambas
soluciones con anticuerpos monoclonales de gripe A 'y B y se concentr6 mediante

sistema de vacio (Girovap) durante 2 h.
MEDIO DE TRANSPORTE DE VIRUS (MTV)

- Albumina bovina: 5g

- Gentamicina 40 mg/mL: 0,5 mL

- Vancomicina 50mg/mL: 0,5 mL

- Anfotericina B 250 pg/mL: 5 mL

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

MEDIO DE INOCULACION

- TPCK-Tripsina 0,1 mg/mL: 1 mL
- Glutamina 30 mg/mL: 1 mL

- Gentamicina 40mg/mL: 100 uL
- Vancomicina 50 mg/mL: 0,5 mL
- Anfotericina B 250 pg/mL: 1 mL
- MEM c.s.p.: 100 mL

MEM 0%

-MEM: 4,89

- HEPES 1M: 10mL

- CO3HNa: 5mL

- Glutamina 30 mg/mL: 1 mL

- Vancomicina 50mg/mL: 0,5mL
- Gentamicina 40mg/mL: 0,5mL



- Anfotericina B 0,25mg/mL: 5mL
- Agua bidestilada c.s.p. 500 mL

MEM 1%

- MEM 0%: 500 mL

- Suero fetal bovino: 5 mL
MEM 5%

- MEM 0%: 500 mL
- Suero fetal bovino: 25 mL

MEM 10%

- MEM 0%: 500 mL
- Suero fetal bovino: 50 mL

MEM 20%

- MEM 0%: 500 mL
- Suero fetal bovino: 100 mL

MEZCLA ANTIBIOTICA

- Gentamicina 40 mg/mL: 10 mL

- Vancomicina 50 mg/mL: 10 mL

- Anfotericina B 250 pg/mL: 10 mL

- Agua bidestilada: 70 mL

Se filtra todo con filtro Millipore de 0,22 um en contenedor estéril.

SOLUCION DE DISGREGACION DE CELULAS

- SOLUCION EDTA
= EDTA: 0,40 g

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

- SOLUCION TRIPSINA
= Tripsina: 2,5 g

= PBS pH=7.5 c.s.p.1000 mL
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Mezclar ambas soluciones y repartir en frascos de cristal a razéon de 100 ml por
frasco. Congelar a -20°C hasta su uso. Para usar descongelar, calentar a 37°C y
FILTRAR por filtro de 0,22nm.

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Es un tampdn utilizado para lavar las preparaciones en las reacciones de
inmunofluorescencia indirecta y como diluyente de muestras clinicas. Se
reconstituye en 1 litro de agua destilada 1 frasco de polvo que contiene:

- Cloruro sédico: 7,650 g

- Fosfato disédico: 0,724 g

- Fosfato monopotasico: 0,210 g
TBE 1X

A partir de una dilucion 1:10 en agua destilada de una solucion de TBE 10X:
- TRIS base: 54g
- Acido bérico: 27,5g
-EDTA: 9,3g 10 mL
- Agua destilada c.s.p.: 500 mL



ANEXO II. OLIGONUCLEOTIDOS (CEBADORES Y SONDAS) UTILIZADOS EN LOS METODOS DE DETECCION MOLECULAR

Virus Nombre Tipo Secuencia (5°-3) Gen Referencia
AH1 A Cebador forward (12 PCR) | CAG ATG CAG ACA CAATAT GT
. AH1 FlI Cebador reverse (12 PCR) | AAA CCG GCA ATG GCT CCA AA
Gripe AHT = i1 B Cebador forward (22 PCR) | CTT AGT CCT GTA ACC ATC CT
AH1 Ell Cebador reverse (22 PCR) | ATA GGC TAC CAT GCG AAC AA
AH3 A Cebador forward (12 PCR) | CAG ATT GAA GTG ACT AAT GC
Gripe AH3 AH3 DIl Cebador reverse (1 PCR) | GTT TCT CTG GTA CAT TCC GC Hemaglutinina Stockton y cols1998
AH3 ClI Cebador forward (22 PCR) | GCT TCC ATT TGG AGT GAT GC
AH3 B Cebador reverse (22 PCR) | AGC AAAGCT TTC AGC AAC TG
BHA A Cebador forward (12 PCR) | GTG ACT GGT GTG ATA CCACT
Gripe B BHA DIl Cebador reverse (12 PCR) | TGT TTT CAC CCA TAT TGG GC
BHA-B Cebador forward (22 PCR) | CAT TTT GCA AAT CTC AAAGC
BHA-CII Cebador reverse (22 PCR) | TGG AGG CAA TCT GCT TCACC
BoV-F Cebador forward AGA GGC TCG GGC TCA TAT CA
BoV BoV-R Cebador reverse CACTTGGTC TGAGGT CTTCGA A Region NP1 (81 pb) Lu y cols 2006
BoV-PR Sonda tagman 6-FAM-AGG AAC ACC CAA TCA RCC ACC TAT CGT CT-BHQ
hMPV-F Cebador forward CAT ATA AGC ATG CTA TAT TAA AAG AGT CTG
hMPV hMPV-R Cebador reverse CCTATT TCTGCAGCATATTTGTAATCAG Gen N (170 pb) Maertzdorf y cols 2004
hMPV-PR | Sonda tagman 6-FAM-TGY AAT GAT GAG GGT GTC ACT GCG GTT G-TAMRA
F1 Cebador forward TGG TGG CTG GGA CGA TAT GT
F2 Cebador forward TTT ATG GTG GTT GGA ATAATATGT TG
F3 Cebador forward TGG CGG GTG GGA TAATAT GT
c R1 Cebador reverse GGC ATAGCA CGATCACACTTAGG Gen 1b de la polimerasa
oV Kuypers y cols 2007
R2 Cebador reverse GGC AAA GCT CTATCA CAT TTG G (85-100 pb)
R3 Cebador reverse GAG GGC ATAGCT CTATCACAC TTAGG
P1 Sonda tagman 6-FAM-ATA ATC CCA ACC CAT RAG-TAMRA
P2 Sonda tagman 6-FAM-ATA GTC CCA TCC CAT CAATAMRA
CoV- HKU1-F Cebador forward AAA GGATGT TGACAACCCTGTT
HKU1 Gen pol (444 pb) Lau y cols 2006
HKU1-R Cebador reverse ATC ATC ATACTAAAATGC TTACA

6-FAM, fluoresceina (fluoréforo “reporter”); BHQ, “black hole quencher”. BHQ y TAMRA actian como “quencher” de fluorescencia emitida por 6-FAM
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IV.1. DATOS DE LAS MUESTRAS Y DE LOS PACIENTES

IV.1.1. PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Durante las temporadas 2006-07 y 2007-08 se procesaron un total de 1.524
muestras, de las cuales 1.072 (70,3%) fueron muestras hospitalarias y 452 (29,7%)

fueron extrahospitalarias (tabla IV.1).

Tabla IV.1. Procedencia de las muestras agrupadas por temporada [n(%)]

Muestras hospitalarias Muestras extrahospitalarias Total
Temporada 2006-2007 466 (30,6) 248 (16,3) 714 (46,9)
Temporada 2007-2008 606 (39,8) 204 (13,4) 810 (53,1)
Total 1.072 (70,3) 452 (29,7) 1.524 (100)

% respecto al total de muestras recibidas

IV.1.2. TIPO DE MUESTRA

Se estudiaron 1.026 (67,3%) lavados nasofaringeos, 444 (29,1%) exudados
nasofaringeos, 21 (1,4%) esputos, 18 (1,2%) LBA y 13 (0,9%) exudados faringeos. La
mayoria de las muestras procedentes del hospital fueron lavados nasofaringeos
(94,6%), y la mayoria de las que se recibieron del ambito extrahospitalario fueron

exudados nasofaringeos (97,3%) (tabla IV.2).

Tabla IV.2. Tipo de muestra por procedencia [n(%)]

Tipo de muestra Muestras hospitalarias Muestras extrahospitalarias Total
Lavado nasofaringeo 1.015 (66,6) 11 (0,7) 1.026 (67,3)
Exudado nasofaringeo 4(0,3) 440 (28,9) 444 (29,1)
Esputo 21 (1,4) 0 21 (1,4)
LBA 18 (1,2) 0 18 (1,2)
Exudado faringeo 12 (0,8) 1(0,1) 13 (0,9)
Otros 2(0,1) 0 2(0,1)
Total 1.072 (70,3) 452 (29,7) 1.524 (100)

% respecto al total de muestras recibidas

Para facilitar el tratamiento estadistico de los datos, se reagruparon los tipos de

muestra en funcion de su significacion clinica (tabla IV.3).
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Tabla IV.3. Grupos de muestras [n(%)]

Muestras hospitalarias Muestras extrahospitalarias Total
Lavado nasofaringeo 1.015 (66,6) 11 (0,7) 1.026 (67,3)
Exudado nasofaringeo y
. 16 (1) 441 (28,9) 457 (30)
faringeo
BAL, esputo y otros 41 (2,7) 0 41 (2,7)
Total 1.072 (70,3) 452 (29,7) 1.524 (100)

% respecto al total de muestras recibidas

IV.1.3. DISTRIBUCION ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS

Las muestras se recibieron a lo largo de las dos temporadas de forma irregular,
como se muestra en la figura IV.1. Se recibieron mas muestras durante los meses frios

del aflo que durante los mas calidos.

200
180
160
140
120
100

Figura IV.1. Distribucion temporal de las muestras

Para facilitar el tratamiento estadistico de los datos, se recodificd la fecha de
recepcion de las muestras, definiendo tres grupos o estaciones: entre noviembre y
enero, entre febrero y abril, y entre mayo y octubre, independientemente del afo. El
88,2% de las muestras se recibieron durante los meses mas frios, entre noviembre y

abril.
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Tabla IV.4. Ndmero de muestras recibidas agrupadas por meses

N° de muestras procesadas %
Noviembre-Enero 716 47
Febrero-Abril 628 41,2
Mayo-Octubre 180 11,8
Total 1.524 100

V.1.4. DATOS DEMOGRAFICOS

V.1.4.1. SEXO DE LOS PACIENTES

De las 1.524 muestras que se incluyeron en este estudio, 821 (53,9%)

pertenecian a hombres y 703 (46,1%) a mujeres.

Tabla IV.5. Muestras recibidas agrupadas segun procedenciay sexo de los pacientes [n(%)]

Muestras hospitalarias Muestras extrahospitalarias Total
Hombres 610 (40) 211 (13,9) 821 (53,9)
Mujeres 462 (30,3) 241 (15,8) 703 (46,1)
Total 1.072 (70,3) 452 (29,7) 1.524 (100)

% respecto al total de muestras recibidas

IV.1.4.2. EDAD DE LOS PACIENTES

La edad de los pacientes se conocia en 1.416 casos. En los otros 108 casos no
se cumplimenté este campo en el volante de peticion y/o no se pudo obtener la
informacion de la historia clinica. Su valor estuvo comprendido entre 0 y 90 afios, con
una mediana de 1 afio, un percentil 25 de 3 meses y un percentil 75 de 16 anos; 1.047
pacientes pertenecian a la edad pediatrica (73,9%), entendiendo por edad pediatrica la

que llega hasta los 14 afios incluidos y 369 eran adultos (26,1%).

La edad de los pacientes hospitalarios estuvo comprendida entre 0 y 90 afos,
con la mediana en 6 meses, el percentil 25 en 2 meses y el percentil 75 en 2 ainos.

La edad de los pacientes extrahospitalarios estuvo comprendida entre 1 mes y
88 afos, con la mediana en 13 anos, el percentil 25 en 4 afios y el percentil 75 en 36

anos.
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Se categoriz6 la edad en 4 grupos: menores de 1 afio, entre 1y 3 afios, entre 4 y
14 afios y mayores de 14 afios. La tabla IV.6 muestra la distribucion de los pacientes

hospitalarios y extrahospitalarios por grupos de edad.

Tabla IV.6. Grupos de edad de los pacientes segun su procedencia [n(%)]

Pacientes hospitalarios  Pacientes extrahospitalarios Total
Menores de 1 afio 706 (73,1) 32 (7,1) 738 (52,1)
1-3 afios 76 (7,9) 73 (16,2) 149 (10,5)
4-14 afios 37 (3,8) 127 (28,2) 164 (11,6)
Mayores de 14 afios 147 (15,2) 218 (48,4) 365 (25,8)
Total 966 (100) 450 (100) 1.416 (100)

% respecto al total de muestras recibidas de cada procedencia

IV.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO VIROLOGICO

IV.2.1. FRECUENCIA DE LOS VIRUS DETECTADOS

Se detectaron un total de 825 virus en 725 (47,6%) muestras respiratorias. Los
mas frecuentes fueron VRS (32,5%), gripe (22,8%) y HBoV (22,2%) (figura IV.2 y tabla
IV.7). El tipo y subtipo de virus de la gripe en las muestras positivas para éste se

muestran en la tabla IV.8.

CoV solo se investigd en 474 muestras, de las cuales, 330 eran del ambito

hospitalario y 144 eran extrahospitalarias.

Bocavinus 22% Metapneumovirus 10%

Coronsdus 4%
Adennyins 3%

Gripe 23% WI2.7%

Rinosnst 1%

CMVESE%
Enteravirus 0 3%

YREII%

Figura IV.2. Frecuencia de los virus respiratorios detectados
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Tabla IV.7. Frecuencia de los virus respiratorios detectados

Virus % del total de virus % del total de % del total de
detectados detectados muestras testadas muestras positivas

VRS 268 32,5 17,6 36,9
Gripe 188 22,8 12,3 25,9
HBoV 183 22,2 12 25,2
hMPV 82 9,9 5,4 11,3
ADV 25 3 1,6 3,4
VPI 1 5 0,6 0,3 0,7
VPI 2 3 0,3 0,2 0,4
VPI 3 15 1,8 1 2

Rinovirus 9 1,1 0,6 1,2
VHS-1 5 0,6 0,3 0,7
CMV 4 0,5 0,3 0,5
Enterovirus 3 0,3 0,2 0,4
CoV 0C43 13 1,6 2,7 1,8
CoV 229E 5 0,6 1,1 0,7
CoV NL63 14 1,7 3 1,9
CoV HKU1 3 0,3 0,6 0,4
Total 825 100 - -

Tabla 1V.8. Tipo y subtipo de gripe en las 188 muestras positivas para este virus [n(%)]

Muestras positivas

Gripe AH1 34 (18,1)
Gripe AH3 27 (14,3)
Gripe A no subtipable 43 (22,9)
Gripe B 84 (44,7)
Total 188 (100)

% respecto al total de muestras positivas para gripe

Las muestras de gripe A no subtipable corresponden a muestras hospitalarias, a
las que solo se les realizaba determinacion del tipo de virus gripal por deteccion de

antigeno mediante inmunocromatografia o IFD de la monocapa celular.
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IV.2.2. CODETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS

En 725 de las 1.524 muestras analizadas, se detecto algun VR. En 630 de estas
muestras, se encontrd un solo virus, mientras que en las restantes 95 muestras (13,1%

de muestras positivas) se encontraron al menos 2 virus.

HBoV fue el virus mas frecuentemente implicado en estas codetecciones (78,9%
de las mismas). Mayoritariamente, se identific6 HBoV junto con VRS en 23 muestras
(24,2%), con gripe en 23 (24,2%) y con hMPV en 15 (15,8%). Otras codetecciones con
ADV, CoV, VPI, VHS-1 y CMV fueron menos frecuentes. En 4 muestras se encontraron
tres virus (HBoV +gripe + CoV en 2 ocasiones, HBoV + hMPV + VPI 3 en otra, y HBoV
+ VRS + CoV en otra) (tabla 1V.9).

Tabla IV.9. Muestras en las que se codetectaron HBoV y otros virus respiratorios

N° de codetecciones y virus detectados

Codetecciones con 2 virus
23 HBoV + VRS

10 HBoV + gripe B

5 HBoV + gripe A H3

4 HBoV + gripe A H1

4 HBoV + gripe A no subtipable

23 HBoV + gripe

15 HBoV + hMPV

4 HBoV + ADV

2 HBoV + CoV NL63
3 HBoV + CoV

1 HBoV + CoV HKU1
1 HBoV + VPI 2
1 HBoV + VHS-1
1 HBoV + CMV

Codetecciones com mas de 2 virus
1 HBoV + gripe A H1 + CoV 229E
1 HBoV + gripe B + CoV 229E

1 HBoV + hMPV + VPI 3

1 HBoV + VRS +CoV NL63

VHS-1: virus herpes simple tipo 1; CMV: citomegalovirus

En el restante 21,1% de las codetecciones estuvieron implicados otros virus
distintos de HBoV (tabla 1V.10). La tabla IV.11 muestra la frecuencia en que cada uno

de los virus estudiados se codetectd con uno o mas virus.
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Tabla IV.10. Muestras en las que se codetectaron virus respiratorios diferentes de HBoV

N° de codetecciones y virus detectados
3 VRS + CoV 0OC43
6 VRS + CoV 2 VRS + CoV NL63
1 VRS + CoV 229E + CoV OC43

4 VRS + hMPV
1 VRS + ADV
1 VRS + VHS-1
2 gripe A + CoV OC43
2 gripe B + hMPV
1 gripe B + CoV OC43
2 gripe B + CoV )
1 gripe B+ CoV NL63
1 gripe B + ADV
1 gripe B + VPI 1

Tabla IV.11. Frecuencia de codeteccion de cada uno de los virus respiratorios

Virus Casos en codeteccion [n(%)]
VRS 36 (13,4)

Gripe 33(17,5)

HBoV 75 (41)

hMPV 21 (25,6)

CoV 16 (45,7)

Otros 12 (17,4)

% respecto al total de cada uno de los virus detectados

IV.3. COMPARACION DE LOS DATOS EPIDEMIOLOGICOS CON LOS
RESULTADOS DE LABORATORIO

Se analizaron los resultados del estudio virolégico con los siguientes datos
epidemiologicos: temporada en la que se recibieron las muestras, tipo de muestra,
procedencia de las muestras, distribucion estacional, sexo y edad de los pacientes.
Ademas, en el caso de las muestras extrahospitalarias, también se relacionaron con la

presencia de sintomas de infeccion del tracto respiratorio superior.
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IV.3.1. RESULTADOS GENERALES

En 725 muestras se detectdé al menos un VR, lo que representa un 47,6% de las
muestras procesadas. Fueron positivas el 49,4% de las muestras hospitalarias y el
43,1% de las extrahospitalarias (p= 0,025).

Se observé una deteccion de virus respiratorios menor en la temporada 2006-07
que en la temporada 2007-08 (p= 0.026) (tabla IV.12).

Tabla IV.12. Muestras positivas por temporada

n(%)
Temporada 2006-07 318 (44,5)
Temporada 2007-08 407 (50,2)

% respecto al total de muestras cada temporada

Se detectaron VR mayoritariamente en lavado nasofaringeo, seguido de
exudados nasofaringeo y faringeo. La tasa de deteccion de virus en muestras
representativas del tracto respiratorio inferior como LBA y esputo fue significativamente
menor (p= 0,005) (tabla IV.13).

Tabla IV.13. Muestras positivas por tipo de muestra

n(%)
Lavado nasofaringeo 513 (50)
Exudado nasofaringeo y faringeo 200 (43,8)
LBA, esputo y otros 12 (29,3)
Total 725 (47,6)

% respecto al total de cada tipo de muestra

La deteccidon de VR fue significativamente mas frecuente durante los meses de
noviembre a enero, y menos frecuente en los meses de mayo a octubre (p<0,001)
(tabla 1V.14).

Tabla IV.14. Muestras positivas agrupadas por meses

n(%)
Noviembre-Enero 377 (52,6)
Febrero-Abril 294 (46,8)
Mayo-Octubre 54 (30)
Total 725 (47,6)

% respecto al total de muestras de cada periodo
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No hubo diferencias significativas en la tasa global de deteccion de VR en
funcion del sexo (p=0,724), pero si con respecto a la edad. Del analisis de los residuos
tipificados corregidos se desprende que so6lo son comparables los grupos de edad de
‘menores de 1 afio” y “mayores de 14 afos”, y se evidencid una mayor frecuencia de
VR en nifios menores de 1 afio (p<0,001) (tabla IV.15). Esto se debe probablemente al
reducido tamafo muestral en estos grupos, y quizas podria evitarse agrupando todas

las muestras de nifios entre 1y 14 afios.

Tabla IV.15. Muestras positivas en funcién del sexo y la edad

n(%) p
Sexo Hombres 394 (48)
0,724
Mujeres 331 (47,1)
Edad Menores de 1 afio 381 (51,6)
1-3 afios 68 (45,6)
<0,001
3-14 afios 86 (52,4)
Mayores de 14 afios 126 (34,5)

Sexo: % respecto al total de muestras de hombres/mujeres
Edad: % respecto al total de muestras de cada grupo de edad

IV.3.2. RELACION ENTRE LOS VIRUS RESPIRATORIOS DETECTADOS Y LA
TEMPORADA

Las tasas de deteccion de los distintos VR en la temporada 2006-07 y 2007-08
no presentaron diferencias estadisticamente significativas, excepto en el caso de la
gripe B y hMPV.

En la temporada 2006-07 hubo 15 muestras positivas para gripe B (1% del total
de muestras procesadas), y en la temporada 2007-08 hubo 69 (4,5% del total de

muestras procesadas) (p<0,001).
Durante la primera temporada se detectaron 28 hMPV y en la segunda 54

(p=0,018).

Aunque ADV, VPI, rinovirus, enterovirus, CMV y VHS-1 no presentaron
diferencias significativas por separado, al considerarlos globalmente, fueron mas
frecuentes durante la segunda temporada 2007-08 (tabla IV.16).
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Tabla IV.16. Virus respiratorios detectados en cada una de las dos temporadas [n(%)]

Temporada 2006-2007 Temporada 2007-2008 p
VRS 131 (18,3) 137 (16,9) 0,463
Gripe 78 (10,9) 110 (13,6) 0,116

Gripe A 63 (8,8) 41 (20,2)

Gripe B 15 (2,1) 69 (8,5) <0.001
HBoV 84 (11,8) 99 (12,2) 0,784
hMPV 28 (3,9) 54 (6,7) 0,018
CoV 18 (2,5) 17 (2,1) 0,798
Otros virus 17 (2,4) 52 (6,4) <0,001
Total 356 (49,8) 469 (57,9)

% respecto al total de muestras recibidas durante cada temporada

IV.3.3. RELACION ENTRE LOS VIRUS RESPIRATORIOS DETECTADOS Y LA

PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Al analizar por separado los distintos VR, se encuentran diferencias significativas
en la tasa de deteccion en funcion de la procedencia de las muestras. La tasa de
deteccion de virus de la gripe fue mayor en las extrahospitalarias (p<0,001), asi como
la de HBoV (p=0,028); por el contrario, hMPV fue mas frecuente en muestras
hospitalarias (p=0,002). Las tasas de deteccion de CoV en muestras hospitalarias y
extrahospitalarias no presentaron diferencias estadisticamente significativas (tabla

IV.17).

Tabla IV.17. Virus respiratorios detectados segln la procedencia de las muestras [n(%)]

Muestras hospitalarias  Muestras extrahospitalarias p

VRS 268 (25) - ND
Gripe 64 (6) 124 (27,4) <0,001
HBoV 116 (10,8) 67 (20,9) 0,028
hMPV 70 (6,5) 12 (2,6) 0,002
CoV 25 (2,3) 10 (2,2) 0,899
Otros virus 69 (6,4) - ND
Total 1.072(100) 452 (100)

% respecto al total de muestras de cada procedencia
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IV.3.4. RELACION ENTRE LOS VIRUS RESPIRATORIOS DETECTADOS Y EL TIPO
DE MUESTRA

Dado que la mayoria de los lavados nasofaringeos procedian del hospital, y los
exudados faringeos y nasofaringeos de atencion primaria (ver tabla 1V.3), en este
epigrafe solo se evaluaran los virus que se investigaron en todos los tipos de muestra:
gripe, HBoV, hMPV y CoV.

El virus de la gripe fue detectado mas frecuentemente en los exudados
nasofaringeo y faringeo (p<0,001). hMPV y HBoV se detectaron con mas frecuencia en
lavados nasofaringeos que en exudados (p=0,003 y p=0,027, respectivamente). CoV
no presentd diferencias estadisticamente significativas en la tasa de deteccién en

funcion del tipo de muestra analizado (tabla 1V.18).

Tabla 1V.18. Virus respiratorios detectados en cada tipo de muestra [n(%)]

i Exudado nasofaringeo
Lavado nasofaringeo i LBA, esputo y otros p
y exudado faringeo

Gripe 60 (5,8) 124 (27.1) 4(9,8) <0,001
HBoV 110 (10,7) 70 (15,3) 3(7,3) 0,027
hMPV 68 (6,6) 11 (2,4) 3(7,3) 0,003
CoV 24 (2,3) 11 (2,4) 0 0,621
Total 1.026 (100) 457 (100) 41 (100)

% respecto al total de muestras recibidas de cada tipo

IV.3.5. DISTRIBUCION ESTACIONAL DE VIRUS RESPIRATORIOS

Tanto VRS como gripe fueron mas frecuentes durante los meses de noviembre a
enero, aunque la diferencia fue estadisticamente significativa sélo en el caso del VRS.
La tasa de deteccién de HBoV fue significativamente mayor durante los meses de
noviembre, diciembre y enero (p<0,001), y la de hMPV entre febrero y abril (p<0,001).
CoV también se detectdé con mas frecuencia entre noviembre y abril, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas. El resto de virus fueron mas frecuentes
entre mayo y octubre (p<0,001) (tabla 1V.19, figura IV.3).
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Tabla IV. 19. Distribucién estacional de los virus respiratorios [n(%)]

Noviembre-Enero  Febrero-Abril Mayo-Octubre p

VRS 183 (25,6) 82 (13,1) 3(1,7) <0,001
Gripe 96 (13,4) 79 (12,6) 13(7,2) 0,076
HBoV 113 (15,8) 59 (9,4) 11 (6,1) <0,001
hMPV 7(1) 72 (11,5) 3(1,7) <0,001
CoV 20 (2,8) 12 (1,9) 3(1,7) 0,120
Otros virus 19 (2,6) 28 (4,5) 22 (12,2) <0,001
Total 716 (100) 628 (100) 180 (100)

% respecto al total de muestras recibidas, agrupadas por grupos de meses
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Figura IV.3. Distribucion estacional de los virus respiratorios

IV.3.6. RELACION ENTRE LOS VIRUS RESPIRATORIOS DETECTADOS Y EL
SEXO DE LOS PACIENTES

En ningun caso se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

tasas de deteccion de VR cuando se considero el sexo de los pacientes (tabla IV.20).
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Tabla IV.20. Virus respiratorios detectados en funcion del sexo [n(%)]

Hombres Mujeres p

VRS 147 (17,9) 121 (17,2) 0,723
Gripe 97 (11,8) 91 (12,9) 0,504
HBoV 108 (13,1) 75 (10,7) 0,137
hMPV 39 (4,7) 43 (6,1) 0,239
CoV 16 (1,9) 19 (2,7) 0,507
Otros virus 43 (5,2) 26 (3,7) 0,150
Total 821 (100) 703 (100)

% respecto al total de muestras recibidas, agrupadas por sexo

IV.3.7. RELACION ENTRE LOS VIRUS RESPIRATORIOS DETECTADOS Y LA
EDAD DE LOS PACIENTES

Las tasas de deteccion de VRS y hMPV fueron significativamente mayores en
ninos menores de 1 afo (p<0,001), mientras que la de gripe fue mayor en nifios
mayores y adultos (p<0,001). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las tasas de deteccion de HBoV, CoV, ni otros VR clasicos en los
distintos grupos de edad (tabla 1V.21).

Tabla IV.21. Nimero de virus respiratorios detectados en funcidon de la edad de los pacientes

Hasta 1 afio 1-3 afios 4-14 afios  Mas de 14 afos p

VRS 197 (26,7) 18 (12,1) 0 6 (1,6) <0,001
Gripe 38 (5,1) 19 (12,7) 64 (39) 64 (17,5) <0,001
HBoV 90 (20,7) 22 (14,8) 24 (14,6) 42 (11,5) 0,624
hMPV 52 (12,2) 11 (7,4) 4(2,4) 6 (1,6) <0,001
CoV 13 (1,8) 6 (4) 3(18,3) 12 (3,3) 0,310
Otros virus 45 (6,1) 4(2,7) 5(3) 12 (3,3) 0,064
Total 738 (100) 149 (100) 164 (100) 365 (100)

% respecto al total de muestras procesadas de cada grupo de edad

IV.4. PAPEL DE HBoV COMO PATOGENO RESPIRATORIO

IV.4.1. RELACION ENTRE LAS TASAS DE DETECCION DE HBoV Y LA
PRESENCIA DE SINTOMAS DE IRA DEL TRACTO SUPERIOR

Los datos clinicos registrados en los pacientes extrahospitalarios pertenecientes
a la red centinela se utilizaron para determinar si habia algun sintoma de IRA del tracto
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respiratorio superior que se correlacionara con la deteccion de bocavirus en este grupo
de pacientes. Para ello, se compard la relacidén entre los sintomas y la deteccidén de
HBoV y gripe.

Ninguno de los sintomas clinicos consignados de IRA se relacion6 de forma
significativa con la deteccion de HBoV. En cambio, si que se obtuvo significacion
estadistica al considerar la deteccion del virus de la gripe y la presentacion de fiebre
(p<0,001), tos (p=0,002) y criterios clinicos de gripe tipica (p<0,001) (tabla IV.22).

Tabla IV.22. Relacién entre sintomas clinicos de infeccion del tracto respiratorio superior y

deteccion de bocavirus y gripe en pacientes extrahospitalarios [n(%)]

HBoV Gripe
Positivo Negativo p Positivo Negativo p

(n=67) (n=374) (n=124) (n=327)

) Si (n=387) 58 (15) 329 (85) 119 (30,7) 268 (69,3)
Fiebre 0,847 <0,001

No (n=64) 9 (14,1) 55 (85,9) 5(7,8) 59 (92,2)

Si(n=409) 59 (14,4) 350 (85,6) 121 (29,6) 288 (70,4)
Tos 0,423 0,002

No (n=42) 8 (19) 34 (81) 3(7,1) 39 (92,9)

) Si(n=370) 57 (15,4) 313 (84,6) 107 (28,9) 263 (71,1)
Rinorrea 0,483 0,148

No (n=81) 10 (12,3) 71 (87,7) 17 (21) 64 (79)

i . Si (n=339) 51 (15) 288(85) 99 (29,2) 240 (70,8)
Odinofagia 0,845 0,157

No (n=112) 16 (14,3) 96 (85,7) 25(22,3) 87 (77,7)

Criterios clinicos  Si (n=204) 31(15,2) 173 (84,8) 81(39,7) 123 (60,3)
. - 0,854 <0,001

de gripe tipica No (n=247) 36 (14,6) 211 (85,4) 43 (17,4) 204 (82,6)

i Si (n=59) 8 (13,6) 51 (86,4) 21(35,6) 38(64,4)

Sintomas

. . 333 0,764 0,135

gastrointestinales No (n=392) 59 (15,1) 103 (26,3) 289 (73,7)

(84,9%)
Prescripcion de Si (n=71) 9(12,7) 62 (87,3) 0.574 16 (22,5) 55(77,5)
antibioticos No (n=380) 58 (15,3) 322 (84,7) ’ 108 (28,4) 272 (71,6)

% de positivos y negativos de cada virus respecto al total de pacientes con presencia o ausencia de cada sintoma

IV.4.2. DETECCION DE HBoV EN MUESTRAS CON Y SIN OTRO VIRUS
RESPIRATORIO

Ante la dificultad de contar con un grupo control de sujetos sanos para evaluar el
papel de HBoV en la IRA, se decidio excluir la presencia de éste y dividir las muestras

procesadas para este estudio en dos grupos: uno de muestras positivas para virus no-
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HBoV (n=617) y otro de muestras negativas para virus no-HBoV (n=907). La tasa de

deteccion de HBoV fue similar en ambos grupos (tabla 1V.23).

Tabla IV.23. Deteccién de HBoV en muestras positivas y negativas para virus no-HBoV [n(%)]

HBoV positivo HBoV negativo p
Muestras positivas para virus no-HBoV (n=617) 75 (12,2) 542 (87,8) 0.884
Muestras negativas para virus no-HBoV (n=907) 108 (11,9) 799 (88,1) ’

% respecto del total de muestras positivas y negativas para virus no-HBoV

Cuando este mismo analisis se realizaba con los otros 3 VR mas frecuentemente
detectados, VRS, gripe y hMPV, se observo que para todos ellos, la deteccién fue
significativamente mayor cuando no se detectaban otros VR (tablas 1V.24, IV.25 y
IV.26).

Tabla IV.24. Deteccién de VRS en muestras positivas y negativas para virus no-VRS [n(%)]

VRS positivo VRS negativo p
Muestras positivas para virus no-VRS (n=493) 36 (7,3) 457 (92,7) <0.001
Muestras negativas para virus no-VRS (n=1.031) 232 (22,5) 799 (77,5) ’

% respecto del total de muestras positivas y negativas para virus no-VRS

Tabla IV.25. Deteccién de gripe en muestras positivas y negativas para virus no-gripe [n(%)]

Gripe positivo Gripe negativo p
Muestras positivas para virus no-gripe (n=570) 33 (5,8) 537 (94,2) <0.001
Muestras negativas para virus no-gripe (n=954) 155 (16,2) 799 (83,8) ’

% respecto del total de muestras positivas y negativas para virus no-gripe

Tabla IV.26. Deteccién de hMPV en muestras positivas y negativas para virus no-hMPV [n(%)]

hMPV positivo hMPV negativo p
Muestras positivas para virus no-hMPV (n=665) 22 (3,3) 643 (96,7) 0.002
Muestras negativas para virus no-hMPV (n=859) 60 (7) 799 (93) ’

% respecto del total de muestras positivas y negativas para virus no-hMPV

IV.4.3. CARGA VIRAL DE HBoV

Finalmente, se evalud si una carga viral elevada de HBoV se correlacionaba con
un mayor poder patégeno del mismo. Dado que no disponiamos de una cepa titulada
de HBoV, se realizd semicuantificacion utilizando el parametro del ciclo umbral de

deteccion de fluorescencia (“crossing point”, Cp) que proporciona el analisis de
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cuantificacion de la PCR-TR. Cp es una variable numérica inversamente proporcional a

la cantidad de virus presente en la muestra.

Primeramente, para evaluar si Cp era un parametro semicuantitativo util, se

realizd un ensayo de validacion de la técnica de PCR-TR de HBoV para determinar el

error intra e interensayo midiendo el CV del valor de Cp con una serie de replicados.

IV.4.3.1. ENSAYO DE VALIDACION DE LA TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL

La variacion intraensayo se determiné mediante PCR en una unica serie con

10 replicados de dos muestras, en las que los valores originales de Cp eran 34,06 y
26,22. ElI CV fue de 0,8% y 0,27%, respectivamente (tabla IV.27).

Tabla IV.27. Variacion intraensayo de la PCR-TR de HBoV mediante calculo de Cp

N° de muestra

Cp

Media + DE

CV (%)

34,19
34,44
34,29
34,04
34,19
34,57
34,99
34,74
34,46

34,3+0,43

0,8%

26,00
26,12
26,07
26,07
25,98
26,06
26,15
26,20
26,16
26,07

26,1+ 0,07

0,27%

1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
D

E: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion

La variacion interensayo se determind mediante PCR en series (y dias)

diferentes con 14 y 9 replicados de esas mismas muestras. El CV fue de 1,04% y 1,5%,

respectivamente (tabla 1V.28).
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Tabla IV.28. Variacion interensayo de la PCR-TR de HBoV mediante calculo de Cp

N° de replicado Cp Media + DE CV (%)
Muestra 1

1 25,17 251+27 1,04%
2 24,93
3 26,98
4 25,34
5 25,31
6 25,17
7 25,12
8 25,29
9 24,70
10 24,49
11 24,84
12 25,35
13 24,93
14 25,22
Muestra 2 38,57 38,3+ 0,6 1,5%
1 38,57
2 37,14
3 38,67
4 39,03
5 38,49
6 37,97
7
8
9
D

38,57
37,74
38,65
E: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion

IV.4.3.2. COMPARACION DE DATOS CLIiNICO-EPIDEMIOLOGICOS CON LA CARGA
VIRAL DE HBoV

Se establecié como punto de corte un Cp=28 para definir dos grupos entre las
muestras positivas para bocavirus, de modo que se considerdé que las muestras con
Cp<28 tenian una “carga viral alta”, y que las muestras con Cp>28 tenian una “carga
viral baja”.

Se pudo comprobar que todas las muestras extrahospitalarias con HBoV positivo
tuvieron un Cp>28, mientras que 19 de las muestras hospitalarias (16,7%) presentaron
un Cp=<28 (p<0,001).

No se obtuvo un Cp<28 en ninguna muestra diferente del lavado nasofaringeo
(p=0,001).

No se observaron diferencias significativas en el Cp ni la carga viral de HBoV en
funcion del periodo del afio en que se detecto este virus (p=0,374).

No hubo diferencias significativas en la carga viral de HBoV en funcion del sexo
de los pacientes (p=0,698).
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El porcentaje de nifios menores de 1 afo con Cp<28 (18,9%) fue
significativamente mayor (p=0,004) que en otros grupos de edad (4,5% en el grupo de
1-3, 0% en el de 4-14 anos, y 2,4% en el de mayores de 14 afos) (tabla IV.29)

Tabla IV.29. Relacién entre los datos epidemiolégicos y clinicos y la carga viral estimada de HBoV

por el valor de Cp

Datos n Cp <28[n(%)] Cp >28[n(%)] p
Procedenciade  Muestras hospitalarias 116 19 (16,4) 97 (83,6) < 0.001
las muestras Muestras extrahospitalarias 67 0 67 (100) ’

LNF 110 19 (17,3) 91 (82,7)
Tipo de muestra ENF y EF 70 0 70 (100) 0,001
BAL, esputo y otros 3 0 3 (100)
Noviembre-Enero 113 11 (9,7) 102 (90,3)
Periodo del aflo  Febrero-Abril 59 8 (13,5) 51 (86,5) 0,374
Mayo-Octubre 11 0 11 (100)
Hombres 108 12 (11,1) 96 (88,9)
Sexo 0,698
Mujeres 75 7(9,3) 68 (90,7)
<1 afio 90 17 (18,9) 73 (81,1)
1-3 afios 22 1(4,5) 21 (95,5)
Grupos de edad 0,004
4-14 afios 24 0 24
> 14 afios 42 1 41
Afectacion del Si 58 7 51
0,210
TRI No 58 12 46

LNF: lavado nasofaringeo; ENF: exudado nasofaringeo; EF: exudado faringeo; LBA: lavado broncoalveolar;

TRI: tracto respiratorio inferior

IV.4.3.3. RELACION ENTRE LA CARGA VIRAL DE HBoV Y LA CODETECCION DE
OTROS VIRUS RESPIRATORIOS

Aunque no se observaron diferencias significativas en los valores de Cp entre
muestras en las que HBoV se detectd solo y muestras en las que hubo codeteccién de
HBoV y otros VR, es de destacar que la tasa de muestras con carga viral elevada de
HBoV fue mayor en aquellas en las que este virus se detecto solo (tabla 1V.30).
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Tabla IV.30. Relacién entre la carga viral de HBoV y la codeteccion de otros virus respiratorios

n Cp <28 [n(%)] Cp >28[n(%)] p
HBoV 108 14 (13) 94 (87) 0.170
HBoV + algun otro virus 75 5(6,7) 70 (93,3) ’

% respecto al de muestras con HBoV o HBoV+ otro virus respiratorio






V. DISCUSION






Discusion | 109

Las infecciones respiratorias constituyen las enfermedades infecciosas mas
frecuentes del ser humano. La mayoria de estos procesos son de etiologia viral, se
resuelven con tratamiento sintomatico, y no es necesario el uso de antibiéticos. Sin
embargo, a veces pueden complicarse, dando lugar a cuadros de gravedad variable, y
en ocasiones a la muerte, por lo que un diagnostico y un seguimiento correctos son de

vital importancia (Neuzil y cols, 2003; Navarro-Mari y cols, 2003).

Tradicionalmente, el diagndstico de las IRA virales se basaba en el aislamiento e
identificacion del agente viral mediante cultivo celular e |F con anticuerpos
monoclonales especificos frente a una serie limitada de VR (gripe, VRS, VPI, ADV). Sin
embargo, usando estos métodos, una gran proporcion de estas infecciones
permanecian sin diagnosticar. Recientes avances en la biologia molecular, y
particularmente la introduccion de la PCR, han mejorado enormemente la deteccién de
estos patogenos y han aumentado la sensibilidad diagndstica, ademas de permitir el
descubrimiento de nuevos patégenos virales que no crecen o crecen pobremente en
cultivo celular (Sloots y cols, 2008; Gillim-Ross y Subbarao, 2006; Henrickson,
2004): hMPV, CoV-SARS, CoV NL63, CoV HKU1, HBoV y poliomavirus humanos KIV y
WUV.

Con este trabajo se pretendié conocer la incidencia de las IRA en dos grupos de
poblacién: en pacientes hospitalarios y pacientes que acudieron a centros de atencion
primaria pertenecientes a la Red de Vigilancia de gripe de Andalucia, durante el
periodo comprendido entre octubre de 2006 y septiembre de 2008. También se
pretendia analizar la influencia de algunas variables como la procedencia de las
muestras, el tipo de muestra, la época del afio, el sexo y la edad del paciente y la
clinica, en los resultados obtenidos.

V.l. INCIDENCIA DE VIRUS RESPIRATORIOS Y RELACION CON
DATOS DEMOGRAFICOS Y EPIDEMIOLOGICOS

Para ello, se analizaron un total de 1.524 muestras respiratorias, y se detectd
algun VR en 725 de ellas, lo que supone un 47,6% del total de muestras. Esta tasa de
deteccion es bastante elevada, aunque no llega al 70-75% que describen otros autores,
aunque la mayoria de estos estudios se refieren exclusivamente a poblacién pediatrica
y la metodologia empleada se basa fundamentalmente en TAAN. Asi, Lambert y cols
utilizan PCR y detectan algun VR en el 74% de las muestras analizadas (Lambert y
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cols, 2007), Kusel y cols en el 69% (Kusel y cols, 2006), e lwane y cols en el 60%
(lwane y cols, 2004). Arnold y cols describen infeccion viral en el 62% de las muestras
haciendo PCR para la deteccion de ADV, hMPV y HBoV; y una deteccién de antigeno
mediante IF para VRS, gripe Ay B, VPI y ADV (Arnold y cols, 2008). Por otra parte,
Tsai y cols hacen deteccion de antigeno por IF y cultivo viral, obteniendo algun VR solo
en el 32% de los pacientes estudiados (Tsai y cols, 2001). Nuestra tasa de deteccion
parece compatible con la metodologia mixta utilizada en este trabajo, deteccién de
antigeno y/o cultivo para deteccion de algunos virus (VRS, VPI, ADV y rinovirus) y PCR
para otros (gripe, HBoV, hMPV y CoV). Destaca sobre todo la existencia en nuestra
serie de tasas inferiores a las obtenidas por otros autores que emplean PCR para los
virus que nosotros diagnosticamos mediante cultivo celular, debido probablemente por
la menor sensibilidad del cultivo.

Ademas de la metodologia empleada en el diagndstico, es de gran importancia
el tipo de muestra recogida para llevar a cabo una correcta deteccion de VR. La
muestra debe contener abundantes células epiteliales para asegurar una elevada carga
viral, y ello convierte al aspirado nasofaringeo y/o el lavado nasal en las mejores
muestras para detectar VR (Navarro-Mari y Pérez-Ruiz, 2007) . Para este trabajo se
procesaron 1.026 lavados nasofaringeos y 457 exudados nasofaringeos, y la tasa de
deteccion de VR fue significativamente mayor en los lavados nasofaringeos (50%) que
en los exudados (43,8%). A pesar de la significacion estadistica, la diferencia en la tasa
de deteccion de VR en los distintos tipos de muestra no es muy elevada,
probablemente porque en la mayoria de los exudados nasofaringeos se investigd gripe
mediante cultivo en SV y PCR del sobrenadante y, como se ha demostrado
anteriormente (Pérez-Ruiz y cols, 2007), esta metodologia es la que obtiene mayor

sensibilidad.

El tipo de muestra enviado estuvo muy condicionado por la procedencia, debido
probablemente a la gravedad del cuadro clinico y a los medios disponibles en cada
ambito. De este modo, las muestras extrahospitalarias fueron en su mayoria exudados
nasofaringeos (97,3%), que es la muestra solicitada para la vigilancia centinela,
mientras que del hospital llegaron sobre todo lavados nasofaringeos (94,6%),

pertenecientes en su mayor parte a pacientes pediatricos.

Mas del 70% de las muestras procesadas eran de procedencia hospitalaria, lo

que probablemente se relaciona con las diferencias en la praxis médica a nivel intra y
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extrahospitalario, debido a la mayor accesibilidad a las pruebas de laboratorio en el
ambito hospitalario y la mayor tendencia al tratamiento empirico y sintomatico en

atencion primaria.

Los virus més frecuentemente detectados fueron VRS (en el 17,6% de las
muestras analizadas), gripe (12,3%), HBoV (12%) y hMPV (5,4%).

Aunque se pueden encontrar a lo largo de todo el afo, las infecciones
respiratorias agudas tienden a tener cierta estacionalidad, presentandose
principalmente en las épocas frias en forma de brotes epidémicos de duracion e
intensidad variables (Neuzil y cols, 2003; Navarro-Mari y cols, 2003). En este estudio
observamos que la mayor tasa de deteccion de VR se da en los meses de noviembre a
enero de las temporadas evaluadas. Este periodo suele coincidir cada afio con las
epidemias de VRS y gripe. Durante las temporadas 2006-07 y 2007-08, la tasa maxima
de deteccion de VRS aparecio en la semana 47/06 y 49-52/07, y la tasa maxima de
deteccion de gripe, en la semana 06/07 y 02/08 respectivamente (Jiménez-Jorge y
cols, 2007; Jiménez-Jorge y cols, 2008). Por ello, probablemente esto ha contribuido
a una mayor tasa de deteccion en ese periodo. Y como cabe esperar, en los periodos
anuales mas calidos, obtuvimos la menor tasa de deteccion de VR.

Algunos autores han encontrado mayor frecuencia de infecciones virales en los
hombres que en las mujeres (Denny y Clyde, 1986; Tsai y cols, 2001). En este
estudio no se cumpli6 esta premisa, y no se detectd diferencia en las tasas de
deteccidn de los VR en funcion del sexo de los pacientes.

La distribucion del numero de muestras hospitalarias recibidas en funcién de la
edad fue diferente de la de las muestras extrahospitalarias. Esto se explica facilmente
por la mayor gravedad de la infeccion respiratoria en nifios pequefios, que les hace
acudir al hospital, mientras que las infecciones respiratorias en pacientes de mas edad
suelen ser autotratadas por el propio paciente o atendidas por su médico de familia en
el centro de salud (Tregoning y Schwarze, 2010). La mayoria de los adultos
hospitalizados en nuestra serie eran inmunocomprometidos, principalmente receptores

de trasplante (médula 6sea y rifidn).

El 57% de las muestras positivas para algun VR pertenecian a nifios menores de
1 ano y el 67,3% eran menores de 3 afos. Nuestros resultados también avalan la

importancia de la variable edad en las infecciones virales. En nifios menores de 2 aios,
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las IRA representan una de las causas mas frecuentes de consulta médica, tanto en
atencion primaria como en los servicios de urgencias hospitalarios, y también de
hospitalizacion (Arnold y cols, 2006). La adquisicion de estas infecciones se ve
favorecida fundamentalmente por la inmadurez del sistema inmunitario, por lo que en la
infancia las IRA suelen ser mas frecuentes y mas graves, lo que condiciona un mayor
porcentaje de casos que requieren atencion hospitalaria (Tregoning y Schwarze,
2010).

V.1I. TIPO DE VIRUS RESPIRATORIOS DETECTADOS

El VRS fue el virus mas frecuente en nuestra serie, asi como en las de
numerosos trabajos publicados (Allander y cols, 2007b; Manning y cols, 2006; Villay
cols, 2008). Se detectd VRS en el 17,6% de las muestras analizadas, y en su mayoria
pertenecieron a nifios hospitalizados (99,3%), en quienes este virus es el principal
agente causal de bronquiolitis. La primoinfeccién por el VRS suele tener lugar a edades
muy tempranas de la vida. Asi, el 50% de los nifios sufre esta infeccion en el primer
afno y el 65-98% de los nifios que acuden a guarderias la padecen antes de cumplir los
3 anos (Darville et al, 1998). Las infecciones repetidas a partir de los 2 afios de edad
suelen tener un curso mas benigno, manifestandose en la mayor parte de los casos
como una enfermedad de vias respiratorias altas o traqueobronquitis (Darville y cols,
1998). Estos resultados son similares a los encontrados en este estudio, en el que el
97,2% de las muestras en las que se detectdé VRS pertenecieron a nifios menores de 3

anos, y el 89,1% a menores de 1 afio.

En 188 muestras (12,3% de las muestras procesadas) se detectd virus de la
gripe. De estos casos, 104 fueron gripe A (34 gripe A H1, 27 gripe A H3 y 43 casos
gripe A no subtipable). Los casos de gripe B se distribuyeron de forma
significativamente desigual en el tiempo segun la temporada: 15 muestras positivas
para gripe B en la temporada 2006-07 (1% del total de muestras procesadas) y 69 en la
temporada 2007-08 (4,5% del total de muestras procesadas). Esto es reflejo de lo que
ocurriéo durante la vigilancia de gripe en Andalucia (Jiménez-Jorge y cols, 2007
Jiménez-Jorge y cols, 2008).

La mayor tasa de deteccion de gripe en pacientes extrahospitalarios
probablemente se debe al diferente método diagndstico usado en este grupo de
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poblacion. La RT-PCR del sobrenadante previamente se ha demostrado como el

método de deteccidn de gripe mas sensible (Pérez-Ruiz y cols, 2007).

La deteccion de gripe fue mas frecuente en exudado nasofaringeo o
nasal+faringeo. El 66% de los casos de gripe se detectaron a partir de muestras de
faringe y/o nasofaringe tomadas con escobillon. Aunque el lavado nasofaringeo es
mejor muestra para la deteccion de VR, en nuestra serie, este tipo de muestra (de
procedencia hospitalaria) llevaba diferente procesamiento para la deteccion de gripe
que las muestras de exudado; a diferencia de éstos, el lavado nasofaringeo, que
siempre era de procedencia hospitalaria, no era sometido a RT-PCR de gripe del
sobrenadante del cultivo. Por tanto, la mayor tasa deteccion de gripe en exudados
nasofaringeos parece asociada con la mayor sensibilidad de la técnica diagndstica, con
la procedencia de las muestras y con la mejor orientacion diagnostica de la vigilancia
de la gripe, mas que con la calidad de la muestra.

Ellis y Zambdn evaluan las diferentes técnicas disponibles para diagndstico de
gripe, sefalando la utilidad de la PCR para el manejo del paciente, gracias a su
elevada sensibilidad y a la rapidez con la que se obtienen sus resultados (Ellis y
Zambodn, 2002). Otros autores han demostrado la mayor sensibilidad de la RT-PCR
sobre el sobrenadante del SV, por encima de otros métodos de diagnodstico como la IF
del SV o la RT-PCR directa del sobrenadante, y la han propuesto como mejor método
diagnodstico, ya que ademas permite la recuperacion de la cepa viral para su posterior
caracterizacion (Pérez-Ruiz y cols, 2007).

Las tasas de deteccion de gripe fueron significativamente mayores en pacientes
a partir de los 3 afos de edad. A diferencia del VRS, los virus de la gripe pueden
afectar a poblacion perteneciente a todos los grupos de edad. El informe del sistema de
Vigilancia de Gripe en Espafia de la temporada 2007-08 concluye que la poblacion
menor de 15 afos fue la mas afectada, como también ocurrio en la temporada 2006-07,
destacando ademas las elevadas tasas de incidencia registradas en el grupo de 15-64
afos, con una pendiente de ascenso de la onda epidémica mas acusada que en otras
temporadas. Puede que la elevada tasa de deteccion de gripe en nuestra serie en
pacientes mayores de 14 afos esté relacionada con los datos registrados para la
temporada 2007-08 (Jiménez-Jorge y cols, 2008).

Los otros VR clasicos, como VPI, ADV vy rinovirus podrian estar

infradiagnosticados en este trabajo (1,5%, 1,6% y 0,6% de las muestras testadas,
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respectivamente), debido al método de diagndstico mediante cultivo en SV o en tubo
tradicional. Rinovirus es el agente causal mas comun de las infecciones respiratorias
de vias altas tanto en nifios como en adultos. Practicamente todos los nifios han
experimentado al menos un catarro por rinovirus a los 2 afios (Blomqvist y cols, 2002;
Calvo-Rey y cols, 2006; Allander y cols, 2007b). Las tasas de deteccion de estos
virus en pacientes hospitalizados es mas baja que la que presentan otros estudios
(Calvo y cols, 2008). La metodologia podria haber contribuido a esta diferencia, ya
que los estudios presentados recientemente usan técnicas moleculares para esto, que

son mas sensibles que el cultivo celular.

El tercer VR mas detectado en esta serie fue HBoV. Nuestra tasa de prevalencia
fue del 12%, en consonancia con las tasas presentadas en distintos estudios llevados a
cabo en numerosos paises, que informan de tasas entre el 1,5 al 11,3% (Allander y
cols, 2007b; Allander y cols, 2005; Manning y cols, 2006; Billaud y cols, 2003).

hMPV, otro de los VR descrito recientemente, se detectd en el 5,4% de nuestras
muestras. Cuando se analiza la tasa de deteccion de hMPV segun la procedencia de
las muestras, observamos que en pacientes hospitalarios es el doble de la que se
obtiene en pacientes extrahospitalarios. Distintos estudios de seroprevalencia sugieren
que la primera infeccion por hMPV ocurre en el 90% de los nifios antes de los 5 afos, y
los cuadros mas graves ocurren en menores de 2 afios (Van den Hoogen y cols,
2001; Ordés y cols, 2006; Heikkinen y cols, 2008; Garcia-Garcia y cols, 2007), y
tienen que ser hospitalizados con clinica de bronquiolitis 0 neumonia (Boivin y cols,
2003; Van den Hoogen y cols, 2004; Ordas y cols, 2006). Esto se corresponde
bastante bien con nuestros resultados, segun los cuales, el 86,3% de los pacientes con
hMPV fueron menores de 3 afos, y el 71,2% menores de 1 ano, y solo en 3 adultos (1
de ellos hospitalizado y 2 extrahospitalarios) se detectdé hMPV; el 85,4% de los
pacientes en los que se detectd hMPV recibieron atencion hospitalaria; y la muestra en
la que se detect6 hMPV con mayor frecuencia fue el lavado nasofaringeo (82,9%).
Aunque este virus se ha relacionado con infeccidn respiratoria en adultos
inmunocomprometidos (Nichols y cols, 2008), y la mayoria de nuestros adultos
hospitalizados eran receptores de trasplante (médula ésea y riiidn), en nuestro estudio

se han detectado pocos casos.

La infeccion por VRS, gripe y hMPV suele presentarse en forma de epidemias

anuales durante los meses de invierno y comienzo de la primavera, entre noviembre y
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marzo, con maxima incidencia entre enero y marzo. La infeccion por hMPV humano
(hMPV) es mas frecuente al final del invierno y principio de la primavera, entre febrero y
abril, cuando suele descender el numero de casos de infeccidbn por VRS y gripe
(Brodzinski y cols 2009; Boivin y cols, 2003), tal y como se presentaba en la tabla

V.18 y la figura 1V.3 de los resultados.

La investigacion de CoV se realizo sobre 474 muestras, obteniéndose una tasa
de deteccion del 7,3%. Se detectdo NL63 en 14 (3%) muestras, y HKU1 en 3 (0,5%). La
tasa de deteccion de nuevos CoV varia segun las series consultadas, en su mayor
parte de niflos con enfermedad del tracto respiratorio superior y/o inferior, situandose
entre el 1,7-9,3% para CoV-NL63 (Koetz y cols, 2006; Han y cols, 2007; Bastien y
cols, 2005; Boivin y cols, 2005; Chiu y cols, 2005; Ebihara y cols, 2005b; Van der
Hoek y cols, 2005; Vabret y cols, 2005), y el 1-3% para CoV-HKU1 (Sloots y cols,
2006; Esper y cols, 2006; Lau y cols, 2006).

No se observaron diferencias significativas en la deteccion de CoV con respecto
a la temporada analizada, ni entre muestras hospitalarias y extrahospitalarias, ni segun
el tipo de muestra. Se detectan durante todo el afo, sin que se aprecie ningun patron
estacional. Tampoco se relacionaron con el sexo de los pacientes, ni con ningun grupo
de edad.

Un hallazgo bastante comun en las series publicadas de infecciones
respiratorias viricas es la frecuencia con la que se observan las infecciones con dos o
mas virus, coinfecciones o codetecciones. Los datos publicados en la literatura,
sobre infecciones mixtas son muy variables, y pueden ser reflejo de la utilizacién de
técnicas mas sensibles que detectan virus que afectan fundamentalmente a vias
respiratorias altas, como HBoV vy rinovirus. Asi, en un trabajo realizado entre 1997 y
1999 en el que investigan seis virus clasicos y mediante técnicas de deteccion de
antigeno y cultivo convencional solo se encuentran un 0,9% de infecciones mixtas
(Tsai y cols, 2001). En cambio, trabajos en los que se investigan también los nuevos
VR, con técnicas de PCR, se obtienen tasas mucho mas altas. Por ejemplo, Jartti y cols
encuentran un 19% de infecciones mixtas (Jartti y cols, 2004), Boivin y cols, un 14%
(Boivin y cols, 2003) y Lambert y cols un 10%, aunque no analizan la presencia de
HBoV (Lambert y cols, 2007). De ahi que parezca mas correcto hablar de

codetecciones en lugar de coinfecciones.
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El papel de las codetecciones es dificil de establecer. Mientras algunos autores
encuentran que confieren gravedad al cuadro, o al menos que influyen en el curso
natural de las infecciones, otros creen que no aportan mayor gravedad (Boivin y cols,
2003), y otros presentan datos que sugieren que las infecciones de vias bajas mas
graves estan normalmente producidas por un solo agente viral (Weissbrich y cols,
2006). Son muchos los trabajos que proponen la realizacion de estudios que incluyan
grupos controles y/o cuantificacion de la carga viral para descartar los casos de
colonizacion asintomatica del tracto respiratorio o de excrecidén prolongada de VR en

pacientes ya recuperados de una infeccion previa.

El virus mas frecuentemente implicado en codetecciones de este trabajo fue
HBoV (4,9% del total de muestras procesadas), seguido de CoV (en el 1% de las
muestras procesadas). Las combinaciones mas frecuentes fueron de HBoV y VRS
(28,2% del total de codetecciones), HBoV y gripe (27%), y HBoV y hMPV (17,6%).
Otras codetecciones con ADV, VPI, VHS-1 y CMV fueron menos frecuentes. Aunque la
mayoria de las codetecciones estaban formadas por la combinacién de dos virus
también se encontraron combinaciones de tres (HBoV + gripe + CoV en 2 ocasiones,
HBoV + hMPV + VPI 3 en otra, HBoV + VRS + CoV en otra, y VRS + dos tipos distintos
de CoV).

En aproximadamente la mitad de los casos de nuestro trabajo, CoV se detectd
junto con otro VR. Por otra parte, diversos articulos apuntan el desconocido papel de
CoV (Smuts y Hardie, 2006; Sloots y cols, 2006), debido a su prolongado periodo de
excrecion, por lo que estas codetecciones junto con alguno de los patégenos “no
discutidos” (gripe, VRS, hMPV) podrian ser en realidad reflejo de una IRA por uno de
estos VR unido a la excrecion residual de una IRA pasada por CoV.

V.lIl. PAPEL DE HBoV COMO PATOGENO RESPIRATORIO

En la literatura son bastante frecuentes las infecciones respiratorias con
implicacion de HBoV y algun otro VR. Se han descrito en el 5-83% de las IRA, segun
los estudios (Fry y cols, 2007). Ademas, se ha hablado de la posibilidad de
persistencia o excrecién viral prolongada de HBoV (Manning y cols, 2006), y de la
existencia de virus que se transmiten por via respiratoria y se detectan en muestras
respiratorias, pero que no ocasionan sintomas respiratorios significativos. Por todo ello,

se pone en duda el verdadero papel patdgeno de HBoV en los casos de IRA en que se
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detecta (McIntosch, 2006; Martin y cols, 2009), y se echan de menos mas estudios
que incluyan grupos control de individuos asintomaticos (Allander y cols, 2007b; Fry y
cols, 2007; Kesebir y cols, 2006; Maggi y cols, 2007; Manning y cols, 2007) y

estudios realizados en la comunidad.

Al igual que la mayoria de los autores (Allander y cols, 2005; Smuts y cols,
2006; Kesebir y cols, 2006), este trabajo reconoce una distribucién estacional de
HBoV similar al de VRS, con mayor tasa de deteccion durante los meses de invierno y

primavera, y picos de incidencia en los meses de enero y febrero.

Aunque son pocos los estudios sistematicos que incluyen pacientes adultos,
éstos indican mayor prevalencia de HBoV en tracto respiratorio de nifios (Allander y
cols, 2005; Bastien y cols, 2006; Fry y cols, 2007; Manning y cols, 2006). Sin
embargo, en este trabajo, no se encontraron diferencias en los distintos grupos de edad
estudiados. No obstante, si se observaron cargas virales mas altas en la poblacion
pediatrica, especialmente en nifios menores de 1 afno. Estos resultados no son

sorprendentes, ya que los nifios tienen titulos mas altos de excrecion de VR.

La deteccion de HBoV se ha relacionado en distintos estudios mas
frecuentemente con tos, rinorrea y fiebre, ademas de cuadros con afectacion del tracto
respiratorio inferior, rash cutaneo, otitis (Allander y cols, 2005; Ma y cols, 2006;
Lindner y Modrow, 2008; Kahn, 2008) y sintomas gastrointestinales (Arnold y cols,
2006; Kesebir y cols, 2006; Monteny y cols, 2007; Vicente y cols, 2007; Lee y cols,
2007). Sin embargo, en esta serie no se pudo reconocer una asociacion clara entre la
deteccion de HBoV y los sintomas de SG, en contraste con la gripe, que se asocio de
forma significativa con fiebre, tos y clinica de gripe tipica, al igual que Navarro-Mari y
cols observaron en un estudio previo (Navarro-Mari y cols, 2005).

Tampoco se encontraron diferencias significativas en la tasa de deteccion de
HBoV entre pacientes hospitalarios y extrahospitalarios, aunque estudios previos
habian informado de mas HBoV en casos hospitalarios con neumonia (Brouard y cols,
2007; Chow y Esper, 2009)

Ante la dificultad para estudiar lo que ocurria con HBoV en un grupo control de
individuos sanos, se decidido comparar las tasas de deteccidn de HBoV en el grupo de
pacientes positivos para otros VR no-HBoV y el grupo de pacientes negativos para
otros VR no-HBoV. Estas tasas de deteccién fueron similares. En contraste, se
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obtuvieron diferencias significativas cuando el mismo analisis se hizo para VRS, gripe y
hMPV. Como ocurre con otros VR, HBoV podria permanecer asintomatico en tracto
respiratorio durante un tiempo prolongado (Chow y Esper, 2009). Este es otro motivo
por el cual un resultado positivo para HBoV probablemente no pueda dar la misma
informacion que la deteccidon de otros virus como VRS, gripe y hMPV, en términos de

significacion clinica.

También se pensé que la deteccidon de HBoV podria tener significacion clinica
cuando se detectaba una carga viral alta, como se ha apuntado en estudios previos
(Kleines y cols, 2007; Fry y cols, 2007; Lin y cols, 2007). Se establecié un punto de
corte para el Cp con valor de 28, lo que correspondia aproximadamente a 10*
copias/reaccion, segun lo descrito en el trabajo de Lu y cols (Lu y cols, 2006). Aunque
se hicieron algunas modificaciones al método descrito por Lu y cols, dado que
demostramos una buena reproducibilidad, asumimos que el punto de corte establecido
claramente diferenciaba entre pacientes con carga viral de HBoV mas alta y mas baja.
Ninguna muestra extrahospitalaria tuvo una carga de HBoV alta, en contraste con el
16,7% de las muestras hospitalarias. Pero, como todas las muestras con carga viral
alta de HBoV fueron aspirados nasofaringeos, y las muestras hospitalarias (aspirados
nasofaringeos) fueron diferentes de las obtenidas en pacientes extrahospitalarios
(escobillones nasal y faringeo), no se pudo evaluar este dato.

Las cargas virales mas altas de HBoV no estuvieron estadisticamente asociadas
con enfermedad del tracto respiratorio inferior. Sin embargo, si es cierto que todos los
pacientes con mayor carga viral de HBoV (Cp<28) en los que se detecté HBoV como el

unico agente tuvieron enfermedad del tracto respiratorio inferior.
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. VRS y gripe fueron los virus mas frecuentemente detectados, seguidos de

bocavirus y metapneumovirus.
. Se detectan en nuestro medio los nuevos CoV NL63 y HKU1.

La mayor tasa de deteccidon de virus respiratorios se obtuvo en lavado

nasofaringeo y en niflos menores de 1 afo.

La deteccidn del virus de la gripe fue significativamente mayor en las muestras
extrahospitalarias, pertenecientes a la vigilancia virolégica de la gripe en
Andalucia. Por el contrario, La deteccion de hMPV se produjo sobre todo en

ninos menores de 1 ano que recibieron atencidon hospitalaria.

No se observaron diferencias significativas en la deteccion de HBoV y CoV con
respecto a la temporada analizada o procedencia, sexo y edad de los pacientes,
aunque una carga viral elevada de HBoV se asoci6 a nifios menores de 1 afio y

lavado nasofaringeo.

La tasa de deteccion de virus respiratorios esta condicionada por la técnica
empleada. El empleo de técnicas de amplificacion de acidos nucleicos mejora de
forma considerable el procedimiento diagnostico. De ahi que podrian estar
infradiagnosticados en este trabajo otros virus respiratorios, como VPI, ADV y

rinovirus.

. Aunque se producen a lo largo de todo el afo, las infecciones respiratorias
agudas tienden a distribuirse estacionalmente, de forma que coinciden los picos
de maxima incidencia de VRS, gripe y HBoV, y mas tarde se produce el de

hMPV. Por el contrario, la deteccion de CoV no sigue ningun patron estacional.

El uso de técnicas de biologia molecular pone de manifiesto el gran numero de
codetecciones de virus respiratorios en muestras de pacientes con IRA. El virus
mas frecuentemente implicado en codetecciones de este trabajo fue HBoV,
seguido de CoV.

Ninguno de los sintomas de IRA del tracto superior se relaciond con la deteccidn
de HBoV vy si con la deteccion de gripe, la cual se asocioé con la presencia de
fiebre, tos y criterios clinicos de gripe tipica. Tampoco se pudo relacionar una
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elevada carga viral de HBoV con afectacion del tracto respiratorio inferior ni con

la presencia de otro patdgeno viral.

10.La tasa de deteccion de HBoV fue similar en el grupo de pacientes con muestras
positivas para virus no-HBoV y en el grupo de muestras negativas para virus no-
HBoV. En cambio, la deteccion de VRS, gripe y hMPV fue significativamente

mayor cuando no se detectaban otros virus respiratorios.

11.El coste/beneficio de la investigacion rutinaria de HBoV en pacientes con IRA ha
de ser evaluado en cada laboratorio. Este analisis podria restringirse a casos
concretos en los que la gravedad de la infeccion y/o la ausencia de otro

patogeno respiratorio lo justificara.
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