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Resumen

RESUMEN
Las infecciones respiratorias agudas constituyen la causa principal de morbilidad a nivel
mundial, siendo sus principales agentes etiologicos los virus respiratorios. Segun datos
de la Organizacion Mundial de la Salud, alrededor de 4 millones de personas mueren
cada afo por estas infecciones a nivel mundial, el 98% de ellas debido a las que afectan
el tracto respiratorio inferior. El presente trabajo se propuso determinar el papel de
diferentes virus respiratorios en la etiologia de la Infeccion Respiratoria Aguda Grave
en Cuba durante el periodo mayo 2012- junio 2013. Se estudiaron 1604 muestras
clinicas procedentes de pacientes de todas las edades con Infeccién Aguda del Tracto
Respiratorio Inferior. Para el diagnostico se emplearon 3 ensayos de TR-RCP Multiple
de tipo anidado y un TR-RCP en tiempo real. Los rinovirus fueron los agentes
identificados con mayor frecuencia (28.93%), seguido de los virus influenza (25.85%) y
del virus sincitial respiratorio humano (20.13%). Los virus detectados con mayor
frecuencia en los pacientes con Infeccidn respiratoria aguda grave fueron los virus
influenza (n=183, 31.83%) demostrandose asociacion significativa (OR 6.437; 95% IC:
3.407-12.159; p=0,000). En los pacientes <1 afio se encontré asociacién significativa
con la deteccion del virus sincitial respiratorio y en la poblacién de 15-59 afios con los
virus influenza (p=0.000). El virus influenza B circul6 principalmente entre los meses
de mayo y septiembre del afio 2012, mientras que el virus influenza A (HLIN1)pdm09
predomind en la circulacion durante el 2013. Los resultados de esta investigacion
permiten esclarecer la contribucion especifica de los diferentes virus respiratorios en la
etiologia de la Infeccion respiratoria aguda grave. Al mismo tiempo alertan a los
programas nacionales la necesidad de centralizar los esfuerzos de la vigilancia en este
tipo de infeccion para la identificacion oportuna de eventos de salud inusitados por los

virus influenza.
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Introduccion

I. INTRODUCCION
Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA) constituyen una de las primeras causas de
morbilidad y mortalidad en los nifios menores de cinco afios, los adultos mayores, las
personas con enfermedad pulmonar crénica y los pacientes inmunocomprometidos,
tanto en los paises desarrollados, como en los paises en via de desarrollo (1). Las
mismas generan una gran demanda de los servicios de salud y ocasionan altos costos de

atencion sanitaria (2).

La mayoria de las IRA son de origen viral, siendo el virus sincitial respiratorio humano
(VSRH), los virus influenza (A y B), los virus parainfluenza humanos (VPIH), los
adenovirus humanos (AdVH), los rinovirus (RV), los enterovirus (EV) y los
coronavirus (CoVH-229E y CoVH-0OC43) los principales agentes etioldgicos (3, 4). En
el presente siglo, gracias al uso de las técnicas moleculares se han identificado nuevos
virus respiratorios, entre los que se encuentran el metapneumovirus humano (MPVH),
los coronavirus humanos (SARS-CoVH, CoVH- NL63, CoVH- HKU1, MERS-CoVH)
y el bocavirus humano (BoVH) (5-9).

En la mayoria de los casos, los pacientes afectados cursan con una enfermedad leve de
manejo ambulatorio. Sin embargo, una proporcion importante de los pacientes requieren
asistencia médica y hospitalizacién en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). El
diagndstico de este ultimo grupo de pacientes, para los efectos de la vigilancia

epidemioldgica se denomina Infeccidon Respiratoria Aguda Grave (IRAG) (2).

Segun los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los virus influenza
producen de 3-5 millones de los casos severos y de 250 000-500 000 muertes anuales a
nivel mundial (10). EI VSRH causa infecciones severas en los lactantes y nifios
pequerios, siendo la bronquiolitis y la neumonia las principales manifestaciones clinicas
en nifios menores de un afio (11). El resto de los agentes mencionados se asocian a

IRAG con menor frecuencia en determinados grupos de edades (12).

La circulacion de los virus respiratorios se ha asociado frecuentemente con factores
geograficos y climéaticos. El patron de circulacion de los virus respiratorios
(particularmente VSRH vy virus influenza) en los paises de clima templado es bien
conocido, observandose la mayor incidencia en los meses de invierno. Por otra parte, en
los paises de clima tropical se conoce que la temperatura varia menos que en las

regiones templadas y que su valor medio anual es mas alto. Aunque existe un menor
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numero de publicaciones sobre este aspecto, se describe que la circulacion de estos virus

se detecta durante todo el afio, con un incremento en la estacion de lluvia (13, 14).

La frecuencia de agentes especificos también varia dependiendo de la poblacién en
estudio y del nivel socioecondmico del pais (15). La etiologia de las infecciones
respiratorias es bien conocida en los nifios hospitalizados, particularmente en las
infecciones moderadas o graves. En los nifios menores de dos afios el VSRH es el mas
frecuente, causando cerca del 50% de las infecciones respiratorias que requieren
hospitalizacion (16). Pocos estudios han evaluado el papel de los virus respiratorios en
las infecciones agudas del tracto respiratorio inferior (IATRI) en pacientes adultos
hospitalizados (17, 18). Gran parte de los datos disponibles que describen a las
infecciones virales en este grupo de edad, provienen de un nimero limitado de regiones

geogréficas, principalmente de los Estados Unidos (19).

La mayoria de los estudios de incidencia y circulacion de los virus respiratorios se han
realizado en los paises desarrollados (20, 21). En estos paises las IRAG se asocian a un
30% de los ingresos hospitalarios. La gran mayoria de estas infecciones son de origen
viral, sin embargo, entre el 10 y el 50% de los pacientes desarrollan una infeccion
secundaria bacteriana (22). Se estima que la neumonia adquirida en la comunidad
(NAC), anualmente ocasiona el deceso de 1,6 millones de adultos mayores de 60 afos.
En los Estados Unidos, ocurren al menos 500.000 casos por afio, con una mortalidad
del 4% (octava causa de muerte en mayores de 65 afios) (23). Por el contrario, en los
paises en vias de desarrollo esta informacion es mas limitada por no constituir prioridad
de los sistemas de salud y probablemente por la falta de recursos para disponer de
capacidad diagnostica (convencional y molecular) para la amplia variedad de virus

respiratorios circulantes (24).

En Cuba, las IRA constituyen la primera causa de consultas a los distintos niveles del
sistema nacional de salud. Segun el anuario estadistico, en el afio 2011 se produjeron 6
025 489 atenciones médicas por IRA, el mayor nimero de ellas (1 616 437) ocurrid en
la poblacion entre 25-59 afios de edad, sin embargo, la tasa mayor fue en los lactantes (3
711.2 por 1000 habitantes).Considerando los principales diagndsticos al egreso
hospitalario en ambos sexos, las enfermedades del sistema respiratorio ocuparon el
primer lugar. Dentro de este grupo el primer diagnostico fue la Influenza asociada a
neumonia y el cuarto correspondio a otras IATRI tratadas en su mayoria con terapia
antimicrobiana, sin tener en cuenta la posibilidad de que se produzcan efectos tdxicos

2
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potenciales y resistencia a los antimicrobianos (25, 26). La mortalidad por influenza y
neumonia, constituye la cuarta causa de muerte en pacientes de todas las edades (25).
Desde el afio 2000, el Ministerio de Salud Publica (MINSAP), implementd un Programa
Integral de Atencion y Control de las IRA, el cual establece un grupo de objetivos
centrales para el enfrentamiento a estas infecciones y fue actualizado en el 2012, donde

la vigilancia del laboratorio constituye un pilar fundamental (27).

Las IATRI wusualmente se presentan como un cuadro clinico que varia
considerablemente entre los diferentes agentes virales, un mismo agente puede
ocasionar sindromes diversos, mientras que varios agentes infecciosos pueden producir
sindromes no distinguibles clinicamente (28). El diagnostico definitivo lo proporciona
el laboratorio de microbiologia, evitando el uso indiscriminado de antibidticos y
estableciendo estrategias para el control de la propagacion de estas enfermedades (29).
El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) de los virus influenza y otros virus
respiratorios del Instituto Pedro Kouri (IPK) constituye el soporte principal para el
diagnostico vy la vigilancia de estos agentes en la etiologia de los casos con IATRI. El
empleo de métodos convencionales de diagnostico viroldgico y la aplicacion de las
técnicas de diagnostico molecular ha permitido el estudio de los virus causantes de IRA
en Cuba (30, 31).

Conocer el papel de los virus respiratorios en la etiologia de las IRAG como parte de los
Programas de Prevencién y Control, permite un mejor manejo y tratamiento de los
pacientes, una adecuada planificacion y utilizacion de los recursos en las instituciones
hospitalarias, asi como, detectar cualquier evento inusual asociado a estos agentes para

alertar al sistema de salud (32).

Considerando estos antecedentes, este estudio tiene como proposito fundamental
conocer la contribucion de los diferentes virus respiratorios a la etiologia de las IATRI,
en pacientes cubanos de todas las edades, con énfasis en las IRAG, mediante un

algoritmo de diagndstico molecular.
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1. OBJETIVOS
I1.1. Objetivo general:

Determinar el comportamiento de diferentes virus respiratorios en la etiologia de la
Infeccion Respiratoria Aguda Grave en Cuba durante el periodo mayo 2012- junio
2013.

11.2. Objetivos especificos:

1-1dentificar la frecuencia de los diferentes virus respiratorios en la etiologia de las

Infecciones Agudas del Tracto Respiratorio Inferior.

2-Determinar la posible relacién de los virus respiratorios circulantes con la Infeccién
Respiratoria Aguda Grave segun las caracteristicas clinicas y demogréficas de la

poblacion objeto de estudio.

3-Describir el patron de circulacion de los virus influenza asociados a Infecciones

Respiratorias Agudas Graves durante el periodo de estudio.



Revision Bibliogrdfica

I11. REVISION BIBLIOGRAFICA
I11.1 Infecciones Respiratorias Agudas.

Las IRA, son patologias de alta frecuencia en la poblacion y se definen como toda
afeccion que compromete una o mas partes del aparato respiratorio, durante un lapso no
mayor de 15 dias. Aunque el principal origen de las IRA es viral y un porcentaje alto es

autolimitado, son la primera causa de indicacion de antibidticos en el mundo (33).

Actualmente las IRA constituyen una de las patologias mas frecuentes en la edad
pediatrica, originando un gran nimero de consultas e ingresos en los servicios de
asistencia, sobre todo en los meses de invierno (34). Afectan a todos los grupos de
edades y de ambos sexos por igual. Este tipo de infecciones genera demanda de
servicios de salud, altos costos de atencién sanitaria y producen altas tasas de
morbilidad y mortalidad. La mayoria de los pacientes afectados cursan con una
enfermedad leve de manejo ambulatorio, sin embargo, un nimero elevado de pacientes
requiere asistencia médica y hospitalizacion en unidades de atencion al grave. El
diagnéstico de este ultimo grupo de pacientes, para los efectos de la vigilancia

epidemioldgica se denomina Infeccion Respiratoria Aguda Grave (2).

Con el propoésito de fortalecer las capacidades basicas de vigilancia y respuesta, e
integrar la vigilancia epidemioldgica de influenza con la de laboratorio en un sistema
unico, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), en conjunto con los Centros de
Prevencion y Control de Enfermedades de los EE.UU (CDC), desarrollé el Protocolo
Genérico para la Vigilancia de Influenza. Este protocolo generd dos guias operativas
mayormente dirigidas a los equipos de salud de nivel local de los Estados Miembros de
la OPS. La primera es para apoyar la preparacion de los establecimientos de salud ante
un caso de (IRAG) y la segunda guia operativa tiene como objetivo sistematizar las
orientaciones para la implementacion de la vigilancia centinela de Enfermedad Tipo

Influenza (ETI) e IRAG (2).

111.1.1 Definiciones.

IRA: se define como un conjunto de enfermedades agudas del tracto respiratorio
causada por un agente infeccioso transmitido de persona a persona, que puede cursar
desde un resfriado comun hasta una complicacion mas severa como la neumonia (35).

De acuerdo a su localizacion y la estructura anatomica que afectan se clasifican en:
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Infecciones del Tracto Respiratorio Superior (ITRS). Refiriéndose a las que afectan

las amigdalas, los senos nasales, los oidos, la faringe y la epiglotis.

Ejemplos: amigdalitis, sinusitis, otitis media, faringitis, laringitis, epiglotitis,

faringoamigdalitis y catarro comun o ETI (36).

Infecciones Agudas del Tracto Respiratorio Inferior (IATRI). Refiriéndose a las que
afectan la laringe, la traquea, los bronquios, los bronquiolos y el parénquima pulmonar

y resultan ser graves en la mayoria de los casos.

Ejemplos: laringitis, traqueitis, bronquitis, laringotraqueobronquitis o crup, traqueo-

bronquitis, bronquiolitis, neumonia y bronconeumonia (36, 37).

IRAG: Clasificacion muy utilizada por los pediatras y clinicos referida a la severidad
de las IRA, tomando en cuenta los parametros clinicos presentes en los pacientes

hospitalizados en las UCI (2).
Definicion de caso de IRAG:

* Fiebre o historia de fiebre, tos, dificultad para respirar y necesidad de hospitalizacion
(2).

La definicion de IRAG para los nifios menores de 5 afos se adopta del Programa de

Atencion Integrada a las Enfermedades Prevalentes en la Infancia (PAIEPI) de la OMS:

Nifio menor de 5 afios en el que se sospeche clinicamente la presencia de neumonia y

requiera de ingreso hospitalario (38).

111.1.2 Etiologia de las IRA e IRAG.
Entre los principales agentes etiologicos virales se encuentran: VSRH, BoVH, RV,

MPVH, AdVH, Influenza A y B, VPIH 1-4, CoVH y EV (39-42).

111.1.3 Epidemiologia de las IRA.

Segtin datos de la OMS, alrededor de 4 millones de personas mueren cada afio por IRA
a nivel mundial, el 98% de ellas debido a las IATRI. Las tasas de mortalidad son
elevadas en los lactantes, en los nifios entre 1 y 5 afios de edad, en los adultos de la
tercera edad y en las personas con alteraciones cardiacas, pulmonares o del sistema
inmune, principalmente en los paises en vias de desarrollo. La susceptibilidad a la

infeccion es universal, pero resultan mas graves en los grupos de riesgo antes
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mencionados (43). Del mismo modo, estas afecciones constituyen la causa mas

frecuente de consulta o admision, particularmente en los servicios pediatricos (44).

Cerca de 200 millones de casos de neumonia adquirida en la comunidad ocurre cada afio
(100 millones en niflos y 100 millones en adultos). El diagndstico molecular ha
permitido demostrar el papel de los virus en la neumonia. Estos descubrimientos
sefalan que la incidencia de neumonia viral se ha subestimado. En los nifios, el VSRH,
los RV, el MPVH, el BoVH, y los VPIH son los agentes identificados con mayor

frecuencia, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo (45).

Las IRA de etiologia viral, poseen una distribucion mundial tanto en forma endémica
como epidémica. Son afecciones estacionales en las zonas templadas, con una
incidencia maxima durante el otofio, el invierno e inicios de la primavera. En las zonas
tropicales, suelen ser mas frecuentes en los meses hiimedos. Sin embargo, estos

patrones pueden variar para los diferentes agentes (46).

Los virus respiratorios se diseminan entre los humanos por aerosoles, por el contacto
directo con secreciones infectadas o por el contacto indirecto a través de fomites
contaminados, y la inoculacion posterior en la mucosa nasal, faringea o conjuntival. Los
virus que se excretan en las heces, como los EV, los AAVH y el BoVH pueden
transmitirse, ademas, por via fecal-oral. El periodo de incubacion varia segtin el agente,

pero generalmente es corto (1-5 dias) (43).

I11.2 Virus respiratorios

111.2.1 Virus Influenza. Caracteristicas generales.

Los virus influenza pertenecen a la familia Ortomyxoviridae que incluye cinco géneros
de acuerdo a su estructura genomica y a las diferencias antigénicas en el gen de la
nucleoproteina (NP) y de la proteina de la matriz (M): Influenza A, Influenza B,
Influenza C, Thogotovirus e Isavirus. La influenza A es la tnica que se clasifica en
subtipos, en base a la variabilidad antigénica de las dos glicoproteinas localizadas en la
superficie de la particula viral: la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA).
Actualmente se conocen 16 subtipos de HA denominados H1 a la H16, y 9 de NA,
llamados N1 a la N9. Los virus influenza B y C poseen un solo tipo de HA y NA (47).
Todos los virus influenza son virus envueltos, de simetria helicoidal, esféricos o
pleomoérficos de 80 a 120 nm de diametro que algunas veces pueden adoptar una forma

alargada de 400nm. Los virus de influenza A y B contienen un genoma ARN
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monocatenario, lineal, en sentido negativo, compuesto de 8 segmentos que codifican

para 11 proteinas, mientras que el tipo C solo posee 7 segmentos (48, 49).

111.2.1.1 Datos clinicos.

Los virus influenza son los agentes causales de la enfermedad infecciosa aguda de las
vias respiratorias conocida como Influenza, gripe o catarro comun (50, 51). La
presentacion clinica puede variar en las distintas edades. En nifios pequefios es
inespecifica, acompafidndose de fiebre >38°C con mayor frecuencia que otras
infecciones viricas y siendo éste a veces el unico sintoma, sobre todo en los lactantes
menores de 6 meses (52). Otros sintomas habituales en los nifios pequefios son, tos no
productiva, rinitis y malestar general, pudiendo asociarse a irritabilidad, vomitos,
letargia, dificultad respiratoria, disnea y episodios de apnea (53). En los adolescentes y
adultos se presenta habitualmente con un inicio brusco de fiebre >38 °C, escaloftios,
cefalea, mialgia, artralgia, odinofagia, tos seca y malestar general. La fiebre puede durar

de 1 a 3 dias aunque puede prolongarse hasta 5 dias (54).

Las complicaciones asociadas a la infeccion por los virus influenza pueden clasificarse
en pulmonares y extrapulmonares. Las complicaciones pulmonares son las mas
frecuentes y estan representadas por la neumonia viral primaria, la neumonia bacteriana
que sigue a la ITRS y la neumonia mixta (viral-bacteriana). La neumonia mixta es la
mas comun y severa de las tres (55, 56). Las extrapulmonares pueden subdividirse en

neurologicas, cardiovasculares y miopatias (57-59).

111.2.1.2 Epidemiologia.

Los géneros de los virus influenza A, B y C tienen como principal reservorio al ser
humano. Sin embargo, el género de los virus influenza A estd presente en varias
especies de animales como aves, cerdos, caballos, perros, gatos, ballenas y focas,
constituyendo, sobre todo las aves, la fuente de los nuevos subtipos humanos (47). Los
mayores indices de morbilidad y hospitalizacion atribuibles a la Influenza se presentan
en las edades extremas de la vida, pero la mortalidad alcanza casi el 90% en individuos
por encima de los 65 afios de edad. La infeccion resulta mas severa en los pacientes con
enfermedad cronica subyacente (asma, EPOC, diabetes, cardiopatia, etc.). Otros factores

de riesgo son: la obesidad, el habito de fumar, la inmunosupresion y el embarazo (60,

61).



Revision Bibliogrdfica

Desde el afio 1977 hasta el 2009 dos subtipos del virus influenza A [A (H3N2) y A
(HIN1)] cocirculan en las poblaciones humanas alrededor del mundo, y varios eventos
locales de casos humanos infectados por los virus influenza A de origen aviar o porcino
se notificaron desde el afio 1997 hasta la actualidad (62, 63). En el afio 2009 emergio el
virus influenza A (HIN1) pdm09 y desplazd de la circulacion al virus influenza A
(HINT) estacional. El virus Influenza A (H3N2) sigue siendo el subtipo predominante a
nivel mundial, seguido por influenza B e Influenza A (HIN1) pdm09 (49). El 29 de
marzo de 2013, el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades en China report6 el
primer caso confirmado de infeccion humana con el virus de influenza aviar A (H7N9).
Hasta el 29 de noviembre de 2013 se han reportado 139 personas infectadas y 45
fallecidos (64).

El periodo de incubaciéon para los virus influenza es de 1 a 3 dias y el periodo de
transmisibilidad ocurre desde el periodo de incubacion hasta 3 a 5 dias a partir del inicio
del cuadro clinico en los adultos. En los nifios menores de 5 afos de edad puede

extenderse hasta 7 dias (51).

En los climas templados las infecciones por los virus influenza tienen un marcado
caracter estacional. En estas areas, el virus circula a bajos niveles a lo largo del afio, con
un incremento durante los meses de invierno (en el hemisferio Norte de noviembre a
marzo y en el hemisferio Sur de abril a septiembre). En el trépico, la circulacion de los
virus influenza es menos definida y aunque las infecciones esporadicas o los brotes por
estos agentes pueden aparecer durante todo el afio, los picos de mayor incidencia se
asocian con las estaciones de lluvia. Estos indices elevados estan relacionados con el
ausentismo escolar y laboral, las altas tasas de consultas médicas por IRA y las de
hospitalizacion en los nifios menores de 5 afios, solo superadas por las del grupo de

ancianos mayores de 85 afos (51, 65, 66).

111.2.2 Virus sincitial respiratorio humano. Caracteristicas generales.

El VSRH fue aislado en 1957 de dos nifos hospitalizados por bronconeumonia y
laringotraqueobronquitis (67). Pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia
Pneumovirinae, género Pneumovirus para el cual se han identificado los subgrupos A y
B. Es un virion pleomérfico o esférico con un diametro de 150 a 300 nm, posee un
genoma compuesto ARN de polaridad negativa, lineal y no segmentado de 16 a 20 kb,

que se encuentra en el interior de una nucleocapside helicoidal (68, 69).
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111.2.2.1 Datos clinicos.

El cuadro clinico de las infecciones por el VSRH varia de acuerdo con la edad del
paciente. La infeccion primaria se produce entre las 6 semanas y los 2 afios de vida y
con frecuencia es sintomatica, aunque el espectro de las manifestaciones clinicas varia
desde una infeccion leve de las vias respiratorias altas hasta una bronquiolitis o
neumonia grave. La reinfeccion en los niflos, los adultos y los ancianos es frecuente
debido a que la inmunidad es incompleta (70). En la actualidad se considera a este
patdgeno como el causante del 50% al 90% de las hospitalizaciones por bronquiolitis,
del 5% al 40% de las neumonias y de un 10% a un 30% de los cuadros de

traqueobronquitis en los nifios menores de 5 afios de edad (71-73).

Existen evidencias que los nifios que desarrollan sintomas del tracto respiratorio bajo
durante la infeccion con VSRH en el primer afio de vida, incrementan el riesgo a

desarrollar sintomas parecidos a los de asma durante la edad escolar (69,74,75).

111.2.2.2 Epidemiologia.

El VSRH afecta principalmente a niflos que se encuentran en edades comprendidas
entre las seis semanas y los nueve meses, causando bronquiolitis aguda y neumonia (72,
76). La mitad de los nifios son infectados por este virus en el primer afio de vida, a los
dos anos de edad casi todos los nifios se han infectado con el virus y aproximadamente

un 50% se ha infectado dos veces (77).

Las infecciones por el VSRH contintan siendo uno de los problemas de salud mas
importantes en la infancia a nivel mundial por su elevada frecuencia (78). Los humanos
son la unica fuente de infeccion del virus. La transmision intrahospitalaria a partir del

personal sanitario infectado, que con frecuencia es asintomatico, es frecuente (79).

Posee un patrén estacional definido en las zonas templadas, donde las epidemias
ocurren anualmente y tienen lugar durante los meses de invierno e inicios de la
primavera, pero nunca en verano. Sin embargo, el aislamiento ocasional del VSRH
durante los meses de verano, hace pensar que este virus esta presente en la comunidad
durante todo el afio (80). En las zonas tropicales, se detecta un incremento marcado de
la circulacion del VSRH durante los meses calidos y las epidemias ocurren en los meses

de Iluvia (73).

10
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111.2.3 Adenovirus humano. Caracteristicas generales.

Los AdVH fueron descubiertos en el afio 1953 a partir del tejido de adenoide extirpado
quirurgicamente y cultivado durante varias semanas (81). Estos agentes pertenecen a la
familia Adenoviridae la cual esta compuesta de cuatro géneros. Los AdVH capaces de
infectar a los humanos pertenecen al género Mastadenovirus. Como miembros de este
género estan reconocidas seis especies de AdVH denominadas como AdVH de la A a la
F, y S1serotipos (82, 83). Son virus desnudos con un didmetro entre 70 a 90 nm y de
simetria icosaédrica. La capside esta compuesta de 252 capsémeros, 12 de los cuales
constituyen pentonas y 240 hexonas. El nucleo estd constituido por el complejo de la
nucleoproteina. El genoma esté representado por una simple molécula de ADN de doble
cadena lineal de 35 kb. Los determinantes antigénicos localizados en la superficie del
virion poseen reactividad especifica de tipo y estan involucrados en la respuesta de
anticuerpos mediadores de la neutralizacion (hexonas), o de la inhibicion de la

hemaglutinacion (fibras) (82).

111.2.3.1 Datos clinicos.

La mayoria de las infecciones por AdVH, se presentan inicialmente como una ligera
enfermedad respiratoria que usualmente es autolimitada (84, 85). De manera usual los
sintomas incluyen congestion nasal, tos, faringitis y amigdalitis que pueden
acompafiarse de manifestaciones sistémicas como fiebre, malestar general, dolor de
cabeza y mialgia, también pueden aparecer sintomas gastrointestinales como vomitos,
diarreas y dolor abdominal (86). La severidad y extension de los sintomas dependen del
serotipo y del sindrome clinico. Aunque la mayoria de estas infecciones son benignas,
pueden progresar a la severidad, causando Crup, bronquiolitis y neumonia (en ocasiones
asociada con shock séptico) que puede ocurrir hasta en un 20% de nifios pequefios
donde pueden dejar secuelas que incluyen bronquiectasias y bronquiolitis obliterante
(87-89). El curso hacia una enfermedad respiratoria grave y fatal también se ha
documentado durante brotes en poblacion adulta inmunocompetente, principalmente por
los serotipos 4, 7 y 14 (90-92). Mas recientemente, las infecciones por AAVH se han
asociado con el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) en adultos

inmunocompetentes (93).

En la poblacién militar, los brotes de enfermedad respiratoria severa con frecuentes
complicaciones que involucran al Sistema Nervioso Central (SNC) se han descrito

durante la Gltima década (94). Particularmente, estos brotes se han producido por los
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serotipos 4 (95-97) y 14, cuya tasa de ataque entre los nuevos reclutas asciende hasta
un 80%, con un 20% de hospitalizaciones (98). Otra de las manifestaciones clinicas de
las infecciones por AdVH es el sindrome similar al pertusis. Este término se ha
empleado para denotar los signos y sintomas indistinguibles de la tosferina, cuando no
se puede demostrar la presencia de su agente causal, la Bordetella pertussis (99). El
cuadro clinico se caracteriza por una tos intensa, paroxistica con emesis y cianosis, con
intervalos breves de apnea, caracteristicos de la tosferina. Estas formas de pertusis se
han llamado sindrome coqueluchoide o pertusoide y la asociacion de los AAdVH con
estos, se ha descrito en estudios epidemioldgicos (100-102). De manera general, los
AdVH se han responsabilizado con epidemias de IATRI con casos de neumonias,

complicaciones pulmonares y muerte (97, 103, 104).

111.2.3.2 Epidemiologia.

Las infecciones por AdVH ocurren a nivel mundial, de forma endémica, esporadica y
epidémica. De manera general estos patrones se correlacionan con el serotipo viral y la
edad de la poblacioén susceptible, que en el 80% de los casos suelen ser los nifios

menores de 4 afios (82).

Aunque el hospedero tiene la capacidad de eliminar la infeccion generando una
respuesta inmune potente, el hecho de que esta respuesta sea serotipo- especifica, hace
posible que individuos de todas las edades puedan infectarse con diferentes serotipos de

AdVH a lo largo de toda la vida (105).

La susceptibilidad a las infecciones por estos agentes es universal pero las infecciones
severas son frecuentes en hospederos inmunocomprometidos (pacientes con SIDA,
trasplantados, pacientes con céncer), pacientes con antecedentes de enfermedades
cronicas y en los nifios menores de 5 afios de edad (106, 107). En las comunidades
cerradas pueden ocurrir brotes de ITRS e IATRI, principalmente en unidades militares,
escuelas y campamentos de verano (98, 107). El periodo de incubacion va de 2 a 14
dias, dependiendo del serotipo viral y la via de trasmision (108). Los serotipos
predominantes difieren de acuerdo a los paises, regiones y localidades. Su prevalencia
cambia con el tiempo debido a la trasmisién y al reemplazamiento de nuevas cepas.
Existen diferencias notables en la distribucion de los serotipos entre la poblacion civil y

militar (103).

12
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111.2.4 Metapneumovirus humano. Caracteristicas generales.
El MPVH es un paramoxivirus descubierto en Holanda en el afio 2001, causante de
infecciones respiratorias altas y bajas en niflos y adultos alrededor del mundo (109,

110). Comparte caracteristicas genéticas, clinicas y epidemiologicas con el VSRH (69,

111).

Los miembros de la familia Paramyxoviridae son virus ARN de cadena sencilla, no
segmentado de 16 a 20kb, de polaridad negativa, pleomorficos con un diametro de 150-
300 nm. Paramyxoviridae incluye las subfamilias Paramyxovirinae y Pneumovirinae;
la subfamilia Pneumovirinae se divide en Pneumovirus y Metapneumovirus. El
Metapneumovirus difiere del Pneumovirus por la carencia de dos proteinas no

estructurales, NS1 y NS2, y una diferencia en el orden de los genes (112).

111.2.4.1 Datos clinicos.

El MPVH se ha asociado en nifios como agente causal de bronquiolitis, crup, neumonia
y exacerbacion de asma (112). La infeccion por el MPVH puede manifestarse como una
infeccion respiratoria en un rango que varia desde leve o asintomatica hasta una
enfermedad severa de las vias respiratorias bajas (69, 113). Neumonias severas causadas
por el MPVH se han reportado en receptores de trasplantes de drganos solidos y en los
receptores de trasplante de células madre, en este Ultimo grupo de pacientes las

infecciones por el MPVH pueden ser sintomaticas y persistentes (114-116).

111.2.4.2 Epidemiologia.

El perfil epidemiolodgico de las infecciones por el MPVH es similar al de las infecciones
por el VSRH. Las infecciones por el MPVH se han reportado en todas las edades, con la
ocurrencia de enfermedades mas severas en nifios pequefios menores de dos afios, en
pacientes inmunocomprometidos y en ancianos débiles. La incidencia por las
infecciones del MPHV ha variado generalmente de un 5% a un 10% en nifios
hospitalizados por infecciones respiratorias agudas y de un 12% a un 20% en pacientes
ambulatorios, por lo que este patdgeno tiene un papel importante en la etiologia de las
enfermedades respiratorias agudas. Hoy el MPVH ocupa el segundo lugar después del

VSRH en la etiologia de la IRAG en nifios menores de 2 aios (117-120).

El periodo de incubacién se estima entre 4 a 6 dias basado en un evento de transmision
simple, aunque se necesita realizar mas estudios para definir mejor este intervalo de

tiempo (121). Las infecciones por el MPVH parecen tener una distribucion estacional en
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regiones templadas, como el VSRH, los VPIH y los virus influenza (117, 122-124).
Aunque muchos estudios han limitado su vigilancia a la temporada tipica respiratoria,
otros reportes sugieren que el MPVH pudiera estar circulando durante todo el afio con
alzas en determinados periodos (115, 125-127). Los humanos son los tnicos hospederos

naturales del virus (112).

Presenta una distribucion mundial siendo descrito en varios estudios alrededor del
mundo (128). Aunque los rangos de incidencia por edades varian en diferentes muestras
poblacionales, generalmente este agente afecta més a nifios menores de 2 afios y adultos

mayores de 65 afios (129).

111.2.5 Bocavirus humano. Caracteristicas generales.

El BoVH se identificé por primera vez en muestras clinicas respiratorias de pacientes
con diagnostico de IRA en el afio 2005. Se caracterizé como un miembro de la familia
Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Bocavirus. Es un virus pequefio,
desnudo, con una nucleocéapside icosaédrica y un diametro de 18 a 26 nm. Su genoma
tiene un tamafio de 5 299 nucleoétidos y consta de una sola molécula de ADN lineal de
polaridad positiva. Esta organizado en tres marcos de lectura abiertos, dos de ellos
codificadores de dos proteinas no estructurales (NS-1 y NP-1) y el otro codifica para las

dos proteinas de la capside viral (VP1y VP2) (130-133).

111.2.5.1 Datos clinicos.

A partir del estudio inicial donde el BoVH se detectdé como el agente més frecuente en
muestras negativas a otros virus respiratorios y procedentes de pacientes con ITRS e
IATRI, otros investigadores publicaron sobre la frecuencia elevada de coinfecciones
entre el BoVH y otros virus respiratorios y su deteccion en pacientes asintomaticos
(134-136). Existen controversias sobre el papel patogénico del BoVH debido a la
imposibilidad de comprobar los postulados de Koch por la ausencia de un sistema de
cultivo in vitro y un modelo animal para su identificacion. No obstante, en varios
estudios, el BoVH se detecté como el unico agente infeccioso en enfermedades del
tracto respiratorio superior e inferior y en pacientes con exacerbaciones de las crisis de

asma, episodios de sibilancia, descompensaciones de la EPOC, entre otros diagnésticos

(137-139).

La sintomatologia observada en los casos de infeccion por el BoVH incluye la

ocurrencia de complicaciones, como el desarrollo de bronquitis, bronquiolitis y
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neumonia (135, 140, 141). En la actualidad se plantea que las manifestaciones clinicas
respiratorias atribuibles a la infeccion por el BoVH son indistinguibles de las
producidas por el VSRH y el MPVH, aunque la severidad de las infecciones suele ser

menor (142, 143).

111.2.5.2 Epidemiologia.

Se ha demostrado que el BoVH posee, aparentemente, una distribucion mundial, con
una frecuencia que varia de 1,5% a 19%. Pocos estudios se han realizado en América
Latina con relaciéon a la asociacion del BoVH a infecciones respiratorias. Merece
destacar el alto porcentaje (85%) en que este virus se encuentra como coinfeccion, tanto
con virus, como con otros patdégenos. La transmision del BoVH no esta esclarecida,
debido a que se ha encontrado en el tracto respiratorio, suero, sangre, orina 'y en heces.
Sin embargo, algunos estudios muestran que el BoVH es el cuarto agente mayormente
detectado en pacientes de hasta 2 afios de edad, hospitalizados con IATRI, sugiriendo
que la via aérea pudiera ser la principal via de transmision (144). Se plantea que el
BoVH produce IRA con una mayor frecuencia en nifios entre 6 meses y 2 afios de edad

(135, 145).

El perfil estacional de los casos de infecciéon por el BoVH todavia no estd bien
establecido. No obstante, en los paises de clima templado la circulacion de este virus es
mas acentuada en el invierno y el inicio de la primavera. Hasta el momento, estudios
muestran la existencia de tres tipos de BoVH (BoVH-1, BoVH-2 y BoVH-3), siendo el
tipo 3 solo encontrado en heces , el 2 en sangre y heces y el 1 solo se asocia a IRA

(144).

111.2.6 Rinovirus humano. Caracteristicas generales.

Los RV son los agentes mas frecuentes del resfriado comun. Estos virus, descubiertos
en 1956, pertenecen a la familia Picornaviridae. Poseen un genoma ARN de cadena
simple de 7.2 kb, de polaridad positiva con un nico marco de lectura. Actualmente,

existen mas de 100 serotipos clasificados en tres especies: A, By C (69, 146-148).

111.2.6.1 Datos clinicos.

El impacto y la asociacion de RV con diferentes cuadros clinicos se han subestimado
debido a la falta de métodos diagndsticos suficientemente sensibles y especificos. La
incorporacioén de los métodos moleculares para su diagndstico, ha permitido asociar a

los RV con infecciones respiratorias, no solo del tracto superior sino también del
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inferior, tales como neumonia y bronquiolitis en nifios menores de 2 afos (149).
Asimismo, se les ha detectado en pacientes con exacerbaciones de crisis de asma, con
fibrosis quistica y con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (148, 150, 151).
Ademas, la infeccion por RV durante la infancia se ha identificado como predictor de

sibilancias recurrentes, y con el posterior desarrollo de asma en nifios (148, 152, 153).

111.2.6.2 Epidemiologia.

Los RV se encuentran ampliamente extendidos en todo el mundo, causando anualmente
cuadros de IRA en todas las edades, siendo mas frecuentes en los lactantes, los nifios
pequeios y en edad escolar, pero también pueden afectar a adultos jévenes y a personas
de la tercera edad. Debido a la gran cantidad de serotipos pueden producir mas de una
infeccion por afio y la transmision exitosa de la infeccion es dependiente de la entrada
del virus al huésped susceptible (154). Son mas comunes en climas templados y durante

los meses mas frios del afio. El periodo de incubacion varia de 1 a 4 dias (155).

111.2.7 Enterovirus. Caracteristicas generales.

Los EV se incluyen dentro de la familia Picornaviridae. Poseen un genoma de ARN de
simple cadena, polaridad positiva, 7.5 kb con capside de simetria icosaédrica. El
genoma viral estd compuesto de una region 59 no traducida (S9UTR) seguida por un

unico marco abierto de lectura (156).

111.2.7.1 Datos clinicos.

Los EV son responsables de un gran nimero de enfermedades muy frecuentes en nifios
y en recién nacidos con una gran variabilidad de cuadros clinicos. La forma mas
frecuente de presentacion es la enfermedad febril inespecifica, que en los nifios hace
pensar generalmente en una sepsis bacteriana. Dentro de las manifestaciones clinicas
mas frecuentes del tracto respiratorio se encuentran: el resfriado comun, la faringitis, la
herpangina, la estomatitis, y la neumonia (157). Entre ellos los virus coxsackie A21 y
A24 causan brotes epidémicos en adultos. Los virus coxsackie B se implican en la
etiologia de una amplia gama de cuadros que afectan a todo el tracto respiratorio, con
especial prevalencia en edades tempranas de la vida. El EV-68 es un agente asociado a
enfermedades del tracto respiratorio. Ha estado clasificado en la especie D del género

EV que actualmente comprende 2 agentes patogenos humanos importantes, el EV-70 y

el EV-94 (156).
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En un estudio realizado en Tailandia durante el periodo 2006-2011 se demostr6 un
predominio de IATRI en nifios por EV-68 (156). A pesar de que las infecciones por EV-
68 generalmente afectan a nifios menores, la asociacion entre las infecciones por este
virus y las enfermedades respiratorias en pacientes adultos también se ha establecido
(158, 159). Estos estudios han demostrado que la infeccion por este virus parece ser una
causa importante de neumonia viral en nifios con fiebre, tos, disnea y dificultad para
respirar que requieren de hospitalizacion (158-160). Ademas, también se ha reportado

una fuerte asociacion entre la infeccion con el virus y la exacerbacion de crisis de asma

(161).

111.2.7.2. Epidemiologia.

Los EV tienen una distribucion mundial. En los climas templados predominan en otofio
y verano y en los climas tropicales todo el afio. La seroepidemiologia de las infecciones
por EV demuestra una transmision de la infeccion aumentada en edades tempranas, en
poblaciones con bajo nivel socioecondémico (162). Una proporcion importante de estos
agentes etiologicos estan implicados en la etiologia de las infecciones de las vias
respiratorias. En estos ultimos afios, con el uso de técnicas moleculares altamente
sensibles, se ha reconocido el EV-68 como un agente patdogeno respiratorio reemergente

en varios paises (156).

111.2.8 Virus parainfluenza. Caracteristicas generales.

Forman parte de la familia Paramyxoviridae y de los géneros Rubulavirus y
Respirovirus. Tienen un genoma compuesto por ARN monocatenario, el cual esta
recubierto por una capside proteica; ésta, a su vez, se halla recubierta por una envoltura
lipidica que presenta unas espiculas glicoproteicas codificadas por el genoma virico y
que son antigénicas. Se distinguen cuatro tipos de VPIH (VPIH-1, VPIH-2, VPIH-3 y
VPIH-4), con dos subtipos del VPIH-4 (4A y 4B). En contraste con los virus de
influenza, son estables y no presentan cambios antigénicos (163). Estos virus se
describieron por primera vez a finales de los afos 50, conociéndose poco a poco algunas

de sus caracteristicas mas importantes (164).

111.2.8.1 Datos clinicos.
Los VPIH causan rinitis y faringitis. Sin embargo, la laringotraqueitis aguda infantil, es
el sindrome mas importante; el VPIH-1 es el principal agente etioldégico. Comienza

como un resfriado simple, generalmente con febricula, y en el transcurso de las
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siguientes 12 a 72 h aparecen la tos “perruna”, la disfonia, el estridor y la dificultad
respiratoria de mayor o menor intensidad, como consecuencia de la inflamacion de los
tejidos subgloticos y de la mucosa traqueal. La mayoria de los casos siguen un curso

leve y autolimitado (163).

Las infecciones por los VPIH en los nifios pequefios son mas graves y a veces se
acompafian de fiebre elevada. En cambio, las reinfecciones que aparecen en nifios
mayores o adultos suelen manifestarse inicamente como un resfriado comun o incluso
ser asintomaticas (163). Una de sus patologias mas frecuentes es el Crup, siendo el
VPIH-1 y el VPIH-3 los agentes mas frecuentes en nifios menores de 5 afios,
especialmente los comprendidos entre 2 y 3 afios de edad. Asimismo, el VPIH-3 esta
implicado en la produccion de neumonia y bronquiolitis, sobre todo en nifios menores
de 1 ano (165). El VPIH-4 aparece de forma infrecuente, y su importancia clinica esta
todavia por definir, aunque estudios recientes han demostrado la participacion de este

virus en la IRAG, principalmente en nifios (166).

111.2.8.2 Epidemiologia.

Los VPIH-1, 2 y 3 presentan una distribucion mundial entre personas de todos los
grupos de edad, mientras que el VPIH-4, tanto 4A como 4B, son mucho menos
frecuentes. Clinicamente, también los VPIH presentan diferencias en cuanto al papel

que juegan los diferentes tipos (164, 167).

El VPIH-1 tiende a ocasionar epidemias de infeccidon respiratoria en otoflo, con un
patron bienal, generalmente afectando a nifios de 2 a 6 afos de edad. El VPIH-2
también da lugar a epidemias en los meses de otofo. En los climas templados el VPIH-
3, suele provocar epidemias anuales, generalmente en invierno y primavera, afectando a
niflos menores de 2 afos (sobre todo en los primeros meses de vida) con una frecuencia
solo inferior a la del VSRH. El VPIH-4 se comporta como el VPIH-3, pero es menos
frecuente (165).

La inmunidad frente a la infeccion por los VPIH es incompleta y de corta duracién, por
lo que es frecuente observar reinfecciones con cada uno de estos virus, aunque suelen
ser mas benignas que las infecciones primarias. El periodo de incubacion se sitia entre

2y 8 dias (164).
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111.2.9 Coronavirus humano. Caracteristicas generales.
Los CoVH pertenecen a la familia Coronaviridae, género Coronavirus. Son viriones
pleomérficos de 80-160 nm, envueltos con genoma ARN de cadena simple no

segmentado, pero sin embargo poseen una frecuencia de recombinacion relativamente

alta (168).

Desde mediados de los afios sesenta del pasado siglo los CoVH (CoVH-229E y CoVH-
0C43), se han asociado exclusivamente con el resfriado comun y por tanto se
consideraban patdgenos respiratorios relativamente benignos. Sin embargo esta
concepcion cambid drasticamente en abril de 2003, fecha en la que se identificé un

nuevo CoVH como responsable del sindrome respiratorio agudo severo (SARS) (169).

111.2.9.1 Coronavirus emergentes.

Con los métodos de biologia molecular actualmente disponibles, se han descrito nuevos

CoVH asociados a IATRI.

111.2.9.1.1 SARS-CoVH.

En el 2003 se reconocié un nuevo agente responsable del SARS. Posteriormente se
llegd a la conclusion de que era un nuevo CoVH, el SARS-CoVH, desconocido hasta
entonces y de procedencia animal, responsable de un cuadro grave del tracto

respiratorio inferior, con fiebre elevada, tos seca, disnea, cefalea e hipoxemia (170,

171).

SARS-CoVH es un virus ARN, que pertenece al grupo 3 de los coronavirus. El periodo
de incubaciéon es de 2-14 dias con un promedio de 4-6 dias. Tiene una presentacion
bifasica y en algunos casos trifasica. Produce un cuadro respiratorio febril, acompanado
de escalofrios, cefalea y mialgias. En una segunda fase aparece diarrea y vomitos, con
progresion del compromiso respiratorio. La recuperacion es al final de la segunda
semana o comienzos de la tercera. La mortalidad es de 7-16%, que llega al 50% en
mayores de 65 afios. La presencia de comorbilidades aumenta la gravedad y la
mortalidad. Los menores de 12 afios tienen una evoluciéon de menor gravedad y

mortalidad (172).

111.2.9.1.2 CoVH-NLG3.
En el ano 2004 dos grupos de investigadores holandeses describieron casi
simultaneamente un nuevo CoVH aislado de un paciente con bronquiolitis y de

muestras respiratorias guardadas de un paciente con neumonia del afo 1988.
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Denominaron a este nuevo virus como CoVH- NL63, el cual pertenece al grupo 1 de los

CoVH y esta relacionado al CoVH -229E (173, 174).

Este virus tiene una distribuciéon mundial. Circula en invierno y afecta con mayor
frecuencia a los lactantes. Puede producir disfonia, exantema, diarrea y otitis media
aguda (OMA). Se asocia en un 17,4% a laringitis obstructiva. En pacientes
hospitalizados se detecta en un 2-9% de los casos con estudio negativo de los agentes
tradicionales de IATRI, se asocia a bronquiolitis y neumonia. En ocasiones es
indistinguible de una infeccion por el VSRH y el MPVH. Las coinfecciones ocurren
especialmente con el VSRH. Afecta fundamentalmente a pacientes adultos e

inmunocomprometidos (175, 176).

111.2.9.1.3 CoVH-HKU1.

En enero del afio 2005 se describio un tercer CoVH, aislado de un paciente con
neumonia en Hong Kong, China. Se denominé CoVH-HKUT (8). Este virus pertenece
al grupo 2 de los CoVH. Posee 2 genotipos A y B, los cuales pueden cocircular. Tiene
un predominio estacional en otoflo e invierno y se asocia a otros agentes (177). Se ha
encontrado entre un 2% y un 4,4 % de los episodios de IRA en pacientes en Australia,

China, E.U.A., Francia e Italia. Produce neumonia tanto en nifios como en adultos (8).

111.2.9.1.4 MERS-CoVH.

El Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS) (178), es causado por un nuevo
tipo de CoVH reportado por primera vez el 24 de septiembre de 2012 por el virélogo
egipcio, Dr. Ali Mohamed Zaki en Jeddah, en Arabia Saudita, quien aislo e identifico a
un nuevo tipo de CoVH desconocido hasta el momento de los pulmones de un paciente

masculino de 60 afnos de edad que presentaba una neumonia aguda e insuficiencia renal.

(179, 180).

El MERS-CoVH es el sexto tipo de CoVH recientemente descubierto que presenta un
comportamiento similar al del SARS-CoVH (181). El virus MERS-CoVH pertenece al
género Betacoronavirus, al igual que el SARS-CoVH (182). Sin embargo se encuentra
mas estrechamente relacionado a los coronavirus de los murci¢lagos HKU4 y HKUS

(linaje 2C) que al SARS-CoVH (linaje 2B) (9, 178).

Desde septiembre del 2012 hasta noviembre del 2013, se ha informado a la OMS un
total de 136 casos de infeccion por dicho virus confirmado mediante pruebas de

laboratorio, incluidas 58 muertes (183). Los casos son procedentes de los siguientes
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paises del Oriente Medio: Arabia Saudita, Emiratos Arabes Unidos, Jordania y Qatar.
En Alemania, Francia, Italia, Reino Unido y Tunez también se han notificado casos
confirmados, que presentaron la enfermedad después de haber vuelto de viajes del
Oriente Medio. En Francia, Italia, Reino Unido y Tunez ha ocurrido transmision local
limitada a personas que no han estado en el Oriente Medio, pero si han tenido contacto

con casos confirmados o probables (183).

111.3 Diagndstico viroldgico de las IRA

En la practica médica, la sospecha de IRA viral esta basada en: la alta incidencia, los
datos epidemioldgicos, las manifestaciones clinicas y radioldgicas, las particularidades
del recuento de globulos blancos y de la forma leucocitaria, la evolucion y la ausencia
de respuestas favorables en aquellos casos con sospecha clinica de una posible infeccion
bacteriana que han recibido antibidticos. Sin embargo, los signos y sintomas de estas
infecciones no son patognomonicos. Un mismo sindrome clinico puede ser producido

por mas de un agente viral (28).

La identificacion del agente etioldgico requiere de su determinacion por el laboratorio

de microbiologia. El diagnostico seguro depende de varios factores:

a) Tipo de muestra: en las ITRS las muestras idoneas son el exudado nasal y faringeo
(ENF) y el aspirado faringeo. En cambio en las IATRI son las obtenidas por
procedimientos invasivos [aspirado bronquial (AB), lavado broncoalveolar (LB) y

cepillado bronquial] y el esputo.

b) Calidad de la muestra: la colecta debe realizarse tomando todas las medidas de
asepsia y antisepsia para evitar contaminaciones y utilizar un medio de transporte

especifico para garantizar la viabilidad del agente.
c) Embalaje seguro y transporte rapido en condiciones optimas (4 °C) al laboratorio.

e) La capacidad del laboratorio de disponer de herramientas diagnoésticas sensibles y

especificas para la identificacion de un amplio espectro de agentes virales (184).

El diagnostico etiologico viral de las IRA puede llevarse a cabo directamente por la
identificacion del virus o por el reconocimiento de la respuesta especifica del hospedero
a la infeccion. El diagnostico rapido puede realizarse mediante la deteccion de antigenos
(Ag) virales especificos, directamente a partir de las muestras clinicas respiratorias,
empleando la inmunofluorescencia (IF) y los ensayos inmunoenzimaticos o la deteccion

de su genoma mediante los ensayos de amplificacion de acidos nucleicos como la
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Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), RCP en tiempo real, secuenciacion de

acidos nucleicos, entre otros (184).

Actualmente se encuentran disponibles diferentes protocolos de dichos ensayos que
permiten la deteccion simultanea de varios virus respiratorios en una mezcla de

reaccion, proporcionando el diagnostico viroldgico en menos de 48 horas (185, 186).

El aislamiento viral en uno o mas de los sistemas bioldgicos existentes (cultivo celular,
huevos embrionados y animales de experimentacion) seguido de la identificacion
mediante las ténicas de fijacion del complemento (FC), inhibicion de la
hemaglutinacion (IH), inmunofluorescencia (IF), ensayos inmunoenzimaticos (EIE),
neutralizacion (Nt) y RCP constituye la prueba de oro para la identificacion de los

agentes cultivables (187).

111.3.1 Principales lineas celulares para aislamiento de virus respiratorios.
Las lineas celulares comunmente empleadas para el aislamiento de virus respiratorios se

detallan a continuacion:

* NCI-H292: sensible a Adenovirus y Enterovirus.

» HeLa: sensible a Adenovirus

» HEp-2: sensible a Adenovirus.

* Vero: sensible a varios virus respiratorios.

* MDCK-L: sensible a los virus influenza A y B y Adenovirus.

* MRC-5: sensible a varios virus respiratorios (184).
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IV. MATERIALES Y METODOS
V.1 Disefio general.
Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal, con base en la vigilancia de los

LNR para los virus influenza y otros virus respiratorios del IPK.

IV.2 Universo de estudio.

El universo de estudio estuvo constituido por todas las muestras clinicas recibidas en el
LNR de Virus Respiratorios del IPK como parte de la vigilancia de las IRA de posible
etiologia viral, durante el periodo comprendido entre el 1 de mayo del 2012 y el 30 de
junio del 2013. Para conformar el marco muestral, se realizd6 una seleccion de las
muestras con diagnéstico de IATRI, teniendo en cuenta los siguientes criterios de
inclusion:

Criterios de inclusion:

e Toda muestra clinica colectada de paciente con diagnostico de IATRI (laringitis,
laringotraqueobronquitis,  bronquitis  aguda, bronquiolitis, neumonia y
bronconeumonia), enviada a los LNR durante los primeros 10 dias a partir del inicio

de los sintomas, acompafiada de un modelo de colecta de muestra (Anexo 1).

e Volumen de la muestra suficiente para las determinaciones a realizar, la cual debe
estar correctamente identificada y transportada al laboratorio a 4 °C en un sistema

de triple empaque.

Se empled la definicion de caso de IRAG incluida en el Programa Integral de

Prevencion y Control de las IRA (2):
- Fiebre o historia de fiebre, tos, dificultad para respirar y necesidad de hospitalizacion.

IV.3 Marco muestral.
Se estudiaron 1604 muestras clinicas procedentes de pacientes de todas las edades que

cumplieron con los criterios de inclusion.

IV.3.1 Muestras clinicas.

Las muestras clinicas consistieron en exudados nasofaringeos (ENF) y aspirados
bronquiales (AB) colectados en medio de transporte universal para virus (UTM, siglas
del inglés Universal Transport Medium), transportadas hacia el laboratorio del IPK en
un sistema de triple empaque a 4°C, correctamente identificadas y acompafiadas del

modelo de colecta de muestra. Las mismas se dispensaron en dos alicuotas, en tubos de

23



Materiales y Métodos

congelacion de 2 mL (Greinier). Una de las alicuotas se procesé de manera inmediata y

la otra se conservo a —70 °C.

IV.4 Métodos para el procesamiento de las muestras clinicas.

IV.4.1 Extraccion de acidos nucleicos.

El 4cido nucleico total ARN/ADN se obtuvo mediante extraccion automatica a partir de
una alicuota de 140uL de la muestra clinica, empleando el extractor automadtico
QIAcubeTM (QIAGEN, EUA) con un volumen de elusion final de 60ul. Para realizar
este procedimiento se utilizaron los materiales gastables y reactivos contenidos en los
estuches comerciales recomendados para la extraccion de acidos nucleicos en dicho

equipo: QIAamp Viral RNA minikit (Qiagen) y QlAamp Viral DNA mini kit (Qiagen).

La preparacion de los reactivos se realizd teniendo en cuenta las instrucciones del

fabricante.

El tampén de lisis incluyd 100 copias de un producto clonado y amplificado como
control interno (CI) descrito por Coiras y colaboradores en el 2003 (188). Este CI fue
empleado para chequear el proceso de extraccion, la eficiencia de la amplificacion y la
presencia de inhibidores en la muestra clinica. También se procesaron controles
negativos en cada extraccion, consistente en agua estéril libre de nucleasas (Sigma),

empleando el mismo procedimiento utilizado para las muestras clinicas.

1VV.4.2 Diagnostico molecular para la deteccién de un segmento del genoma viral.
Para el diagnostico de virus respiratorios se emplearon 3 ensayos de TR-RCP Multiple
de tipo anidado, (TR-RCP Multiple 1 para la deteccion de Influenza A, Influenza B,
Influenza C y AdVH) (188), (TR-RCP Multiple 2 para la deteccion de VPIH 1-4,
CoVH-0C43, CoVH-229 E, RV y EV) (189) y (TR-RCP Multiple 3 para la deteccion
de VSRH A y B, MPVH y BoVH) (190).

IV.4.2.1 Primera reaccion de amplificacion de los ensayos TR-RCP Mudltiple 1,
Multiple 2 y Multiple 3.

Para la primera reaccion de amplificacion de los ensayos TR-RCP Multiple 1, Multiple
2 y Multiple 3 anidadas se adicionaron 5 pL. del ARN extraido a 45 pL de las mezclas
de las reacciones para completar un volumen final de 50 pL. Las mezclas estuvieron
compuestas por 10 pL de tampoén 5X, 0,1 uM de la mezcla de dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 2 uL de la mezcla de las enzimas Transcriptasa reversa - Taq polimerasa

(Enzyme Mix), agua destilada estéril libre de nucleasas contenidos en el estuche
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OneStep RT-PCR (Qiagen), y 20 pmol/uL de cada cebador especifico (tabla 1). Las

condiciones de amplificacion aparecen representadas en la tabla 2.

Tabla 1. Cebadores utilizados en la primera reaccion de amplificacion de los
ensayos TR-RCP Mudltiple.

Cebadores de la primera reaccion TR/RCP Mdltiple 1

Influenza NPACI11+ 5" GAACTCRTCCYWWATSWCAAWGRRGAAAT 3’
AB,C NPB1+ 5" ACAGAGATAAAGAAGAGCGTCTACAA 3’
NPABC22- 5" ATKGCGCWYRAYAMWCTYARRTCTTCAWAKGC 3’
AdVH ADVI1F+ 5" CAACACCTAYGASTACATGAA 3’
ADVIR- 5" KATGGGGTARAGCATGTT 3’
CI RTS 5" GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT 3’
RTA- 5" GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT 3’

Cebadores de la primera reaccion TR/RCP Mdultiple 2

VPIH1-4 1PIV13 AGGWTGYSMRGATATAGGRAARTCATA 3’
1PIV4 ATCCAGARRGACGTCACATCAACTCAT 3’
1PIV2 "TAATTCCTCTTAAAATTGACAGTATCGA 3’

5
5
5

2PIV13 5" CTWGTATATATRTAGATCTTKTTRCCTAGT 3’
5
5
5
5

2PIV24 "TRAGRCCMCCATAYAMRGGAAATA 3’
EV HERI1 "CTCCGGCCCCTGAATRYGGCTAA 3’
RV HER2 " TCIGGIARYTTCCASYACCAICC 3’
CoVH IHCoV "TGTGCCATAGARGAYWTACTTTTT 3’
0C43,229E 2HCoV 5" AACCGCTTKYACCAKCAAYGCACA 3’
CI RTS 5'GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT 3’
RTA 5'GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT 3’

Cebadores de la primera reaccion TR/RCP Maultiple 3

MPVH Matriz 1S 5" GAG TCC TAY CTA GTA GAC AC 3’

Matriz 1A 5"TTGTYCCTT GRT GRC TCC A 3’
BoVH HBOVIF 5" CAC AGG AGC MGG AGY CGC AG 3’

HBOVIR 5" CCA AGA TAT YTR TAT CCA GG 3’

RSFABS51- 5" AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC 3’
CI RTS 5" GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT 3’

RTA 5" GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT 3’

Fuente: Coiras y cols., 2003; Coiras y cols., 2004; Acosta., 2012
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Tabla 2. Condiciones de amplificacién de la primera reaccion de amplificacion de

los ensayos TR-RCP Mudltiple.

Temperatura Tiempo # de ciclos
48°C 45 min 1 ciclo
Multiple 1 95°C 15 min 1 ciclo
94°C 30 seg
50°C 2 min } 45 ciclos
72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
4°C Hasta que se retire del termociclador
Temperatura Tiempo No de ciclos
48°C 45 min 1 ciclo
Mdltiple 2 95°C 15 min 1 ciclo
94°C 30 seg
55°C 1.30 min } 45 ciclos
72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
4°C Hasta que se retire del termociclador
Temperatura Tiempo No de ciclos
45°C 45 min 1 ciclo
Multiple 3 95°C 5 min 1 ciclo
95°C 30 seg
53°C 2 min 45 ciclos
68°C 1 min
68°C 10 min 1 ciclo
4°C Hasta que se retire del termociclador

IV.4.2.2 Segunda reaccion de amplificacion de los ensayos TR-RCP Mudltiple 1,

Multiple 2 y Multiple 3.

Para la segunda reaccion de amplificacion de los ensayos Multiple 1, Multiple 2 y

Multiple 3, se agregaron 2ul del producto de la primera reaccion a la mezcla de la

reaccion que consistio en 10 pL de tampon 5X [ 2 mM de MgCl, (Perkin-Elmer), 60
mM Tris-HCI (pH 8.5), 15 mM (NH4)>SO4 ], 0,2 uM de cada dNTPs (dATP, dGTP,
dCTP, y dTTP) (Promega), 20 pmol/uL de cada cebador especifico (tabla 3), 1.25 U de

AmpliTag DNA Polymerase (Perkin-Elmer) y agua destilada estéril libre de nucleasas

(Sigma) para un volumen final de 48 pL. Las condiciones de amplificacion de la

segunda reaccion aparecen representadas en la tabla 2.
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Tabla 3. Cebadores utilizados en la segunda reaccion de amplificacion de los
ensayos TR-RCP multiplex.

Cebadores de la RCP Anidada Mdltiple 1

Influenza NPAB3+ 5" GATCAAGTGAKMGRRAGYMGRAAYCCAGG 3’
A,B,C NPC3+ 5" AAATTGGAATTTGTTCCTTTCAAGGGACA 3’
NPAC4- 5" TCTTCAWATGCARSWSMAWKGCATGCCATC 3°
NPB4- 5" CTTAATATGGAAACAGGTGTTGCCATATT 3’
AdVH ADV2F+ 5" CCCITTYAACCACCACCG 3’
ADV2R- 5" ACATCCTTBCKGAAGTTCCA 3’
CI NS 5" GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG 3’
NA 5" AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG 3’

Cebadores de la RCP Anidada Multiple 2

VPIH1-4 3PIV13
3PIV24

4PIV1

4PIV3

4PIV2

EV 4PIV4
RV HER3
CoVH HER4
0C43,229 3HCoV
E 4HCoV
CI NS

NA

5

5
5
5

ACGACAAYAGGAARTCATGYTCT 3’

"CYMAYGGRTGYAYTMGAATWCCATCATT 3’

GACAACAATCTTTGGCCTATCAGATA 3’

"GAGTTGACCATCCTYCTRTCTGAAAAC 3’
" GCTAGATCAGTTGTGGCATAATCT 3’
"TGACTATRCTCGACYTTRAAATAAGG 3’
"ACCRASTACTTTGGGTRWCCGTG 3’
"CTGTGTTGAWACYTGAGCICCCA 3’
"TTGTGCGCAATGTTATAAWGGYAT 3’
"GATAATRTGAGTRCCATTWCCACA 3’

" GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG 3’
"AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG 3’

Cebadores de la RCP Anidada Multiple 3

MPVH Matriz 2S
Matriz 2A
BoVH HBOV2F
HBOV2R
VSRH A RSFAS8+
RSFA10 -
VSRH B RSFB112+
RSFB133B-
CI NS
NA

" GCRGCIATGTCTGTACTTCC 3’
"TCTTGCAKATYYTRCTKATGCT 3’

" GTGGTGTGGGTTCTACTGGC 3’
"CTACGGTACACATCATCCCAG 3’
"TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC 3’
" AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT 3’
"ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG 3’
" GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG 3’

" GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG 3’

" AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG 3’

Fuente: Coiras y cols., 2003; Coiras y cols., 2004; Acosta., 2012
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I1V.4.2.3 Deteccidon de los productos de amplificacion.

Para la deteccion de los productos de amplificacion se tomaron 8 pL. de cada uno de los
productos de las reacciones anidadas y se mezclaron con 2 pL. de tampdn estabilizador
de muestra 6X (EDTA 500 mM, glicerol 10 %, azul de bromofenol 0.01%). Estos
productos amplificados se detectaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %
en TBE 1X (Tris 0.089 M, acido borico 0.089 M, EDTA 0.002 M) teitiido con bromuro
de etidio (0,5 mg/mL) (Sigma). La electroforesis se realizd a 90V durante 1 hora,
empleando como marcador de peso molecular el DNA ladder 100 bp (Promega), con un
rango entre 100 pb y 1000 pb. La visualizacion de los productos de amplificacion se
realizd por exposicion del gel a la luz ultravioleta en un transiluminador (Spectroline®
Bi-O-VisionTM). La longitud de los productos amplificados se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Longitud de los productos de amplificacion para cada uno de los virus
investigados y el control interno en las reacciones anidadas.

Virus Longitud (pb)
Influenza A 301 pb
Multiple 1 Influenza B 226 pb
Influenza C 111 pb
AdVH 181 pb
VPIH-1 439 pb
VPIH-2 297 pb
VPIH-3 390 pb
VPIH-4 174 pb
Multiple 2 RV 110 pb
EV 226 pb
CoVH-0C43 587 pb
CoVH- 229E 630 pb
VSRH A 363 pb
VSRH B 611 pb
Mdaltiple 3 MPVH 486 pb
BoVH 243 pb
CI 887 pb

Fuente: Coiras y cols., 2003, Coiras y cols., 2004, Pozo y cols., 2007
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Los procedimientos para la preparacion de las mezclas de reaccion, extraccion de acidos
nucleicos, reacciones de amplificacion y chequeo de los productos de amplificacion se
realizaron tomando en cuenta todas las recomendaciones establecidas para evitar las

contaminaciones (191).
Criterios para la interpretacion del resultado:

e Muestra negativa: Solo se visualiz6 el producto de amplificacién correspondiente

con la longitud del CI (tabla 4).

e Muestra positiva: Se visualizaron productos de amplificacion correspondiente con la

longitud del CI y uno o mas de los virus estudiados (tabla 4).

e Muestra inhibida: No se visualiz6 producto de amplificacion correspondiente al CI.

IV.5 Subtipado del virus Influenza A (H3) mediante TR-RCP anidada para la
amplificacion de un segmento del gen de la HA.

El protocolo designado emple6 cebadores para la amplificacion del gen completo de la
HA (192). Los mismos estuvieron representados por PHA1+ positivo: 5- GGG GTT
AGC AAA AGC AGG RG-3’ complementario a los primeros 9 nucledtidos de este
extremo y PHAl-negativo: 5'-CAW CCR KCI AYC AKI CCW KIC CAI CC-3’
complementario a los ultimos 13 nucle6tidos. Ambos se utilizaron a una concentracion
de 5 pmol/uL. La mezcla de la reaccion se realiz6 empleando el estuche comercial
OneStep RT-PCR, (Qiagen) siguiendo las instrucciones del productor. A cada tubo de
reaccion que contenia la mezcla se le adicionaron 5 pL del acido nucleico extraido
previamente. La reaccion de TR-RCP se desarrollo a 50 °C durante 45 minutos, seguida
por un paso de inactivacion de la enzima TR a 95 °C durante 15 minutos, seguido de 45
ciclos de amplificacion consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 50 °C por 30
segundos y 72 °C por 2 minutos, seguida por una extension final de 72 °C por 5 minutos

usando el equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).

En la RCP anidada, se emplearon los juegos de cebadores especificos para la
amplificacion de un segmento de la subunidad HA1 del gen que codifica para la
glicoproteina  HA de los virus influenza A (H3): H3+SSEQ positivo: 5'-
GACACCATGCAGTGCCAA-3" localizado entre los nucleotidos 124 y 141; H3-
ASEQ negativo: 5'-CCCTCCCAACCATTTTCTAT-3" localizado entre los nucleotidos
1092 y 1111 publicados previamente (192). Los mismos se emplearon a una

concentracion de 10 pmol/uL. Para llevar a cabo la reaccion de amplificacion anidada,
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se tomaron 2 puL de la reaccion de TR-RCP. Esta se realizé a 95 °C durante 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de amplificacion consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 52
°C por 2 minutos y 72 °C por 30 segundos, seguida por una extension final de 72 °C por

5 minutos usando el equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).

Controles.

e Control positivo: Consistio en 10 copias de productos clonados en el vector
pGEM-T (Promega) de cepas prototipos de virus influenza A (H3), donados por
el Laboratorio Nacional de gripe y virus respiratorios del Instituto de Salud
Carlos III (ISCIII).

e Control negativo: El control negativo consistié en agua destilada estéril libre de
nucleasas (Sigma), la cual fue procesada siguiendo el mismo procedimiento

utilizado para las muestras clinicas.

Todos los procedimientos se realizaron tomando en cuenta las recomendaciones

establecidas para evitar las contaminaciones (191).

IVV.5.1 Deteccion de los productos de amplificacion.
La deteccion de los productos amplificados se realizd6 mediante el procedimiento

descrito en el acapite [V.4.2.3.

Criterios para la interpretacion de los resultados.

e La interpretacion de los resultados se realizd teniendo en cuenta los criterios

descritos en el acapite IV.4.2.3.

e La longitud del producto de amplificacion mediante el ensayo descrito previamente

es de 1100 pb (192).

IV.6 TR-RCP en tiempo real para el diagndéstico de influenza A (H1IN1)pdm09.
Para la deteccion de un segmento del genoma del virus influenza A (HIN1)pdm09, el
acido nucleico extraido se procesd de acuerdo al protocolo de RCP en tiempo real
desarrollado por el Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta, EUA (CDC,
siglas del inglés Center for Diseases Control) (193).

A cada tubo que contenia la mezcla de la reaccion se le adicionaron 5 pL del acido
nucleico previamente extraido. La reaccion de amplificacion se llevo a cabo a 50 °C
durante 30 minutos, seguida de un paso de inactivacion de la enzima TR a 95 °C

durante 2 minutos, y 45 ciclos de amplificacion consistentes en: 95 °C durante 15

30



Materiales y Métodos

segundos y 55 °C por 30 segundos en un equipo Applied Biosystem real-time PCR
systems modelo 7500 Fast (Applied BioSystem). El producto de la reaccion se analizo a
través del programa Fast System SDS version 2.0.1.

Tabla 5. Cebadores y sondas para el desarrollo del protocolo de RCP en tiempo
real para la deteccion del virus de influenza A (H1IN1)pdmO09.

Cebadores y sondas  Proteina Secuencia de cebadores y sondas

diana
Influenza A Universal M GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
positivo
Influenza A Universal M AGGGCATTYTGGACAAAKACGTCTA
negativo
Influenza A Universal FAM-GCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG-BHQ1
sonda
Influenza A Universal HA GCACGGTCAGCACTTATYCTRAG
porcina Positivo
Influenza A Universal HA GTGRGCTGGGTTTTCATTTGGTC
porcina Negativo
Influenza A Universal FAM-YACTGCAAGCCCATACACACAAGAGG
porcina Sonda CA-BHOQI
Influenza A porcina HA GTGCTATAAACACCAGCCTYCCA
(H1) 2009 positivo
Influenza A porcina HA CGGGATATTCCTTAATCCTGTRCG
(H1) 2009 negativo
Influenza A porcina FAM-CAGAATATACATCCRGTCACAATTGGA
(H1) 2009 sonda RAA-BHQI
Rnasa P Positivo RnasaP  AGATTTGGACCTGCGAGCG
Rnasa P Negativo RnasaP  GAGCGGCTGTCTCCACAAGT
Rnasa P Sonda FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ1

Fuente: WHO, 2009.

Controles del ensayo.

e Control positivo: Consistié en 10 copias de productos clonados en el vector
pGEM-T (Promega) a partir de productos de amplificacion de los genes de la
proteina M y de la HA del virus influenza A (HIN1)pdm09 donados por el

Laboratorio Nacional de gripe y virus respiratorios del ISCIII.

e Controles negativos: Consistio en agua destilada estéril libre de nucleasas

(Sigma) y una muestra clinica respiratoria negativa para los virus influenza A,
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las cuales se procesaron siguiendo el procedimiento utilizado para todas las

muestras clinicas.
Criterios para la interpretacion del resultado.

e Muestra negativa: Solo se visualizd curva de fluorescencia en la reacciéon de
amplificacion sobrepasando la linea umbral con los juegos de cebadores especificos

para el gen humano RNasa P antes o durante el ciclo 35 de amplificacion.

e Muestra positiva a virus influenza A (HIN1)pdm09: Se visualizaron 4 curvas de
fluorescencia antes o durante el ciclo 37 en las reacciones de amplificacion
independientes, empleando los juegos de cebadores especificos para la deteccion de
virus influenza A universal, influenza A porcina universal e influenza A porcina H1

y el juego de cebadores para el gen humano RNasa P.

e Muestra positiva a virus influenza A: Se visualizaron 2 curvas de fluorescencia antes
o durante el ciclo 37 en las reacciones de amplificacion independientes, empleando
los juegos de cebadores especificos para la deteccion de virus influenza A universal

y el juego de cebadores para el gen humano RNasa P.

e Muestra inhibida: No se visualizd6 curva de fluorescencia en la reaccion de
amplificacion empleando los juegos de cebadores especificos para el gen humano

RNasa P.

Todos los procedimientos se realizaron tomando en cuenta las recomendaciones

establecidas para evitar las contaminaciones (191).

IV.7 Recoleccion, procesamiento y andlisis estadistico de la informacion.

Los datos clinicos y demograficos se tomaron del modelo para la colecta de muestras.
Dichos elementos fueron recogidos en una base de datos en Microsoft Excel para
analisis posterior. Los datos se mostraron en tablas y figuras. Para determinar la posible
relacion de los virus respiratorios circulantes con la IRAG segln las caracteristicas
clinicas y demograficas de la poblacion objeto de estudio, se aplico la prueba Chi-
Cuadrado de Pearson utilizando el programa SPSS version 19. Se consideraron valores

significativos de p<0.05 con un Intervalo de confianza (IC) de un 95 %.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1 Identificacion de los diferentes virus respiratorios en la etiologia de las IATRI

Las IATRI son la principal causa de hospitalizacion a nivel mundial particularmente en
lactantes y en nifios menores de 5 afos de edad en los paises en vias de desarrollo.
Dentro de estas infecciones, las que afectan el tracto respiratorio inferior resultan ser
clinicamente mds severas y se le atribuyen 3,5 millones de muertes anuales a nivel
mundial (44). Aunque son varios los agentes etiologicos involucrados, los virus son

diagnosticados con mayor frecuencia en este tipo de infeccion (194).

En el periodo comprendido entre mayo del afio 2012 y junio del afio 2013 se estudiaron
un total de 1604 muestras clinicas respiratorias (1574 ENF y 30 AB), procedentes de
pacientes hospitalizados, con edades comprendidas entre 5 dias y 105 afios y con
diagnostico clinico de IATRI, de posible etiologia viral. Las mismas se procesaron
mediante el algoritmo de diagndstico molecular establecido en los LNR para los virus
influenza y otros virus respiratorios del IPK. Considerando la edad de los pacientes, las

muestras clinicas estudiadas procedentes de los mismos se dividieron en 5 grupos de

edades (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion de las muestras clinicas por grupos de edades en el periodo
comprendido entre mayo 2012 y junio 2013.

Grupos de edades No de muestras %
<1 afio 448 27.93
1- 4 afos 378 23.56
5- 14 afios 204 12.71
15- 59 afios 331 20.64
60 anos y mas 243 15.14
Total 1604

Fuente: LNR, IPK

En el analisis de las muestras procesadas segun los grupos de edades, se observo que el
mayor porcentaje correspondi6 al grupo <1 afio de edad (27.93%). No es sorprendente
que el 51.49% de las muestras pertenecieron a niflos menores de 5 afios de edad, ya que
es conocido que en este grupo de poblacion pediatrica se detectan los mayores indices
de morbilidad por IRA (195). Con relacion al diagndstico clinico presuntivo se
comprobd que el 83.66% (n=1342) de las muestras procedieron de pacientes con IRAG
(Tabla 7).
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Tabla 7. Distribucion de las muestras segun el diagndstico clinico en el periodo
comprendido entre mayo 2012 y junio 2013.

Tipo de diagnostico clinico No de muestras %
IRAG* 1342 83.66
Laringitis 10 0.62
Laringotraqueobronquitis 7 0.43
Bronquitis 36 2.24
Bronquiolitis 209 13.02
Total 1604

Leyenda: *Infeccion Respiratoria Aguda Grave

Fuente: LNR, IPK

La aplicacion de varios ensayos de diagndstico molecular, permitié identificar un
segmento del genoma, para uno de los virus respiratorios investigados en el 46.75%
(750/1604) de las muestras clinicas estudiadas. Resultados similares se encontraron en
diferentes estudios donde el rango de deteccion fue entre un 36% y un 58% (10, 196-
198). El alto porcentaje de positividad a los virus respiratorios confirman que estos son

los agentes etiologicos de una proporcion notable de los casos de IATRI.

Los RV fueron los agentes identificados con mayor frecuencia (28.93%), seguido de los
virus influenza (25.85%) y del VSRH (20.13%). Estos resultados coinciden con los
encontrados por Goka y colaboradores (199). Por otro lado, la positividad a los virus
respiratorios en Inglaterra en el periodo 2002-2008, demostré que los agentes
predominantes fueron los virus influenza y el VSRH (200). Estudios de metanalisis,
identificaron en orden de frecuencia al VSRH, seguido de los RV y de los virus
influenza asociados a altas tasas de hospitalizacion (11, 201, 202). Los VPIH, el BoVH,
los EV, los AdVH y el CoVH-229E también se detectaron (Tabla 8). Estos resultados
demostraron que multiples patégenos estan asociados a un cuadro clinico similar y la
confirmacion del agente etioldgico definitivo solo es posible a través del diagnostico de

laboratorio.
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Tabla 8. Positividad a los virus investigados segun diagnostico clinico en el periodo
comprendido entre mayo 2012 y junio 2013.

Agente/Diag IRAG*  Bronquiolitis  Laringitis CRUP Bronquitis Total (%)
Aguda

RV 170 33 1 2 11 217(28.93)
VPIH! 69 9 3 1 2 84 (11.2)
VSRH? 69 80 0 0 2 151(20.13)
MPVH 18 2 0 0 0 20 (2.66)
FA3 115 5 0 1 4 125(16.66)
FB 67 0 0 0 1 68 (9.06)
FC 1 0 0 0 0 1 (0.13)
EV 25 | 1 0 0 27 (3.6)
BoVH 28 4 0 0 1 33 (4.4)

AdVH 13 0 0 0 2 15 (2.0)

CoVH 229E 8 1 0 0 0 9 (1.2)

TOTAL 583 135 5 4 23 750

Leyenda: *Infeccion Respiratoria Aguda Grave, 'Incluye los virus parainfluenza 1 al 4, 2Incluye los virus sincitial respiratorio A y
B, *Incluye los virus influenza A (H3N2) e influenza A (HIN1) pdm09.
Fuente: LNR, IPK

El papel de los RV en las infecciones respiratorias se ha subestimado, porque hasta hace
s6lo unos afios los métodos de diagnodsticos clasicos para la deteccion de virus
respiratorios, eran poco sensibles. Estos agentes tras su descripcion inicial, se asociaron
con infecciones respiratorias leves como el catarro comun y se consideraron virus con
poco significado clinico (203). Sin embargo, con el desarrollo de las técnicas de
diagnéstico molecular se ha ampliado el espectro de las manifestaciones clinicas
producidas por estos agentes. La aplicacion de estas técnicas ha demostrado que los RV

son uno de los virus mas frecuentes en las IATRI, que incluso pueden resultar fatales
(204-206).

En este estudio la deteccion de los RV como el patdogeno predominante coincide con
resultados obtenidos por diferentes investigadores. Arden y colaboradores en Australia
encontraron a este agente en el 37.8% de los pacientes con diagndstico de IATRI (207).
Otro estudio realizado en Holanda, por un grupo de investigadores, encontraron a los
RV como el agente mas comun en los pacientes hospitalizados (197). Mas
recientemente, un estudio realizado en pacientes inmunocomprometidos hospitalizados,

demostrd que los RV se detectaron en el 40% de los pacientes con IATRI (208).

La deteccion de los RV en Cuba se reportd por primera vez por Savon y colaboradores.
Aunque el estudio se realizé con un nimero limitado de muestras, este virus se
identifico en el 11% de los nifios menores de 1 afio de edad con cuadros de bronquiolitis

(209). A estos resultados, se suman los encontrados en la presente investigacion, donde
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el RV fue el agente que se diagnostico con una elevada frecuencia en todos los grupos
de edades, con diferentes tipos de IATRI (Figura 1). Estos resultados apoyan el papel

patogénico de este virus en la etiologia de las IATRI.

120 =RV 8 VPIH s VSRH ®MPVH s EV 5 BoVH = AdVH = CoVH-229E s FLU
. .
=
Z 100
z
S 80 -
=
Z 60
=
=
= 4
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.
<1AN0 1y 4ANOS 5y14AN0s8 15y 59 ANOS >60 ANOS
GRUPOS DE EDADES

Fig.1 Distribucion de patogenos virales identificados en todos los grupos de edades.

Los virus influenza estacionales (influenza A(H3N2), influenza A(H1N1) e influenza B)
son los causantes de una enfermedad infecciosa aguda, poseen una elevada
transmisibilidad y originan epidemias estacionales a nivel mundial (210). Estos virus se
asocian con una elevada morbilidad y mortalidad, principalmente en nifios menores de 5
anos y en adultos >65 afios de edad que constituyen grupos prioritarios para la
aplicacion anual de la vacunacion (211). Sin embargo, en este trabajo los virus influenza
predominaron en los pacientes comprendidos en el grupo de edad entre 15 y 59 afios
(Figura 1). Resultados similares a los nuestros se encontraron en un estudio de
vigilancia realizado en Brasil en un periodo de 10 afios (1). Dangi y colaboradores en el
periodo postpandémico (2010-2012) en la India detectaron a estos virus como los
predominantes en este mismo grupo de edad (212). Un estudio reciente en Corea del Sur
evidenci6 la mayor positividad a los virus influenza en el grupo de edad de 19 a 64 anos
(213). Este resultado podria estar relacionado con el hecho de que el virus influenza mas
representado en las muestras positivas fue el influenza A (HIN1)pdmO9 para el cual se

ha descrito desde su emergencia que afecta principalmente a las personas entre 15 y 59

afios (214, 215).

Una posible explicacion al hallazgo mencionado previamente estaria relacionada con

que en este grupo se encuentra el mayor numero de personas que no estan incluidas en
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los grupos priorizados para la vacunacion anti-influenza. Por otro lado existen
resultados documentados sobre la alta incidencia y carga de enfermedad por influenza

en la poblacion adulta (216).

El VSRH es el patdogeno mas importante que causa IATRI en lactantes y nifios menores
de cinco afios, con diagndstico clinico de bronquiolitis y neumonia (200, 217). En este
estudio, este agente causd un elevado niumero de IATRI principalmente en los nifios
menores de un afio de edad (Figura 1). Tomando en cuenta el diagnostico clinico estuvo
presente en el 52.98% de los pacientes con bronquiolitis y el 45.70% de los

diagnosticados con IRAG.

A pesar de que en Cuba no existen estudios sobre la carga de la infeccion por el VSRH
en la poblacion pediatrica, investigaciones previas llevadas a cabo por los LNR para los
virus influenza y otros virus respiratorios del IPK, evidenciaron la circulacion de ambos
subgrupos antigénicos del VSRH asociados a altos indices de morbilidad y una relacion

filogenética estrecha con cepas de este virus circulantes a nivel mundial (218, 219).

Resulta importante destacar que en la literatura existen numerosos articulos en los que
se estudia la etiologia de las IATRI en pacientes pediatricos y son diferentes en lo que
se refiere a la variedad de agentes investigados, la estacion en la que se realiza el
estudio, el afio en cuestion, el método de diagndstico empleado, las definiciones de caso
y el disefio de la investigacion (4, 220, 221). Sin embargo, son escasos los que incluyen
todos los grupos de edades y un espectro extenso de agentes, por esta razéon se hace

dificil establecer comparaciones de nuestros resultados.

V.2 Relacion de la positividad a virus respiratorios circulantes en pacientes con
IRAG segun las caracteristicas clinicas y demograficas.

El Programa Mundial y Regional de vigilancia de Influenza ha orientado diferentes
estrategias de vigilancia a los paises. Las mas recientes de ellas: Estdndares globales de
vigilancia epidemioldgica de influenza, OMS (2012-2014) y Actualizacion de la Guia
Operativa de Vigilancia de IRAG, OPS (2013-2014) enfatizan en la necesidad de
homogenizar los resultados de la vigilancia de las IRAG, basados en una definicion de
caso globalizada para identificar eventos inusitados asociados a los virus influenza (2,
222, 223). Como ventaja principal de dichas estrategias, se identifica la posibilidad de
fortalecer la vigilancia de otros virus respiratorios, utilizando la plataforma base para los

virus influenza que ha documentado que a nivel global las epidemias anuales por estos
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virus estan asociadas con incrementos substanciales en las hospitalizaciones y muertes

por IRAG (202, 224, 225).

El Programa Nacional Integral de Prevencion y Control de las IRA en Cuba en su
actualizacion en el 2013, incorpora la definicion de caso de IRAG en su estrategia de
vigilancia (226, 227). La identificacion de la participacion de diferentes virus
respiratorios aporta datos valiosos para planificar intervenciones oportunas que
minimizan el impacto de los eventos epidemioldgicos asociados a estos agentes sobre

los sistemas de salud.

De las 1604 muestras procesadas, 1342 resultaron ser colectadas de pacientes con
IRAG. El 43.44% (n=583) de las mismas resultaron positivas a uno de los virus
identificados y los diagnosticos clinicos presentes fueron neumonia (326) y

bronconeumonia (257) (tabla 9).

Tabla 9. Positividad a los virus investigados en las muestras de pacientes con IRAG en el
periodo comprendido entre mayo 2012 y junio 2013.

No de muestras positivas segun diagndstico clinico de IRAG

Agente viral neumonia bronconeumonia Total (%)
RV 108 62 170 (29.16)
VPIH 41 28 69 (11.84)
VSRH 31 38 69 (11.84)
influenza A* 60 55 115 (19.73)
influenza B 40 27 67 (11.49)
influenza C 0 1 1 (0.17)
MPVH 7 11 18 (3.09)
EV 14 11 25 (4.29)
BoVH 16 12 28  (4.80)
AdVH 5 8 13 (2.22)
CoVH-229E 4 4 8 (1.37)
Total 326 257 583

Leyenda: * Incluidas 111 muestras positivas a FAH1pdm09 y 4 FAH3
Fuente: LNR, IPK

Los virus detectados con mayor frecuencia en los pacientes con IRAG fueron los virus
influenza (n=183, 31.83%) y se demostr6 asociacion significativa (OR 6.437; 95% IC:
3.407-12.159; p=0,000). Resultados similares se encontraron en un estudio realizado en
seis hospitales en Kentucky, donde identificaron a los virus influenza como los
principales agentes causantes de neumonia en pacientes hospitalizados en las UCI (32).

Otro estudio en China, demostr6 que el virus de influenza A estaba presente en el 42.0%
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(92/219) de las infecciones virales severas (228). En Kenya y Guatemala se realizé un
estudio entre agosto del 2009 y julio del 2011 en pacientes hospitalizados con IRAG,
donde los investigadores encontraron asociacion significativa entre los virus influenza y
la infeccion respiratoria severa (229). En Cuba existen datos publicados sobre el
incremento en el indice de hospitalizaciones debidas a las IRAG durante el
enfrentamiento de la influenza pandémica 2009 (230). No resultan sorprendentes esos
hallazgos si se toma en cuenta que en el periodo estudiado circulaba un virus influenza
nuevo causante de la primera pandemia del presente siglo. Hasta el momento de
concluir la investigacion actual, no encontramos articulos cubanos relacionados con el
estudio en periodos interpandémicos de la asociacion de los virus influenza con la
IRAG. Los resultados obtenidos seran valiosos para estimar la carga de IRAG por virus
influenza en Cuba, para la toma de decisiones en relacion con la necesidad de
perfeccionar las estrategias de prevencion y control, particularmente la prioridad a la

sostenibilidad e incremento del programa de vacunacion anti-influenza.

De un total de 583 muestras procedentes de pacientes con IRAG positivas a uno de los
virus respiratorios identificados, el 50.77% (n=296) pertenecio al sexo femenino con un
OR 1.618; 95% IC: 1.139-2.299; p=0,007. En la literatura consultada no encontramos
investigaciones previas con resultados comparables con los obtenidos en este estudio.
En este sentido consideramos que podria tratarse de un hallazgo preliminar y que para
profundizar sobre esta asociacion significativa son necesarios estudios futuros con un

nimero mayor de pacientes.

Cuando analizamos los grupos de edades de los pacientes con IRAG se demostro que el
grupo con mayor riesgo fue el de mayores de 60 anos con un OR 12.180; 95% IC:
2.958-50.49, sin embargo, no se encontrd asociacion significativa con ninguno de los
agentes virales identificados. Es conocido que los adultos mayores constituyen uno de
los principales grupos vulnerables para el desarrollo de las IRA complicadas que
requieren hospitalizacion (231). En los pacientes <1 afio con IRAG se encontrd
asociacion significativa con la deteccion del VSRH (p=0.000), en los de 1- 4 afios con el
MPVH (p=0.022) y el BoVH (p=0.001), en los de 5-14 con los RV (p=0.000) y en la
poblacion de 15-59 afos con los virus influenza (p=0.000). Los resultados se muestran

en la tabla 10.
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Tabla 10. Distribucion de los virus respiratorios segun los grupos de edades en las
muestras de pacientes con IRAG.

<1ANO 1y4ANOS 5y14ANOS 15y59ANOS 260 ANOS Total

RV 41 54 37* 25 13 170
VPIH 22 22 5 9 11 69
VSRH 38* 24 1 0 6 69
MPVH 3 10* 2 0 3 18
FLU 22 37 21 73* 30 183
EV 6 9 2 4 25
BoVH 5 17* 4 0 2 28
AdVH 3 5 0 3 13
CoVH-229E 1 3 1 3 8

Total 141 181 73 113 75 583

Leyenda: *p<0,05
Fuente: LNR, IPK.

En la literatura existen reportes de que los virus influenza y el VSRH son causantes de
neumonia en los pacientes mayores de 60 afos, sin embargo, en el presente estudio esto
no se demostrd (19, 232-234). Suzuki y colaboradores, encontraron que los virus mas
frecuentes fueron los RV (30.5% [250/819]), seguido del VSRH (24.1% [198/819]) en
nifios hospitalizados con neumonia severa (235). En Alemania, un grupo de
investigadores detentaron que el MPVH fue el virus de mayor prevalencia en nifios de
entre 0 y 4 afios hospitalizados (236). En un estudio de vigilancia de los virus influenza
en Rwanda, se asocié a estos con el 10.4% (101/971) de los casos de IRAG
principalmente en pacientes entre 14 y 49 afios de edad (237). En Bangladesh en el
2010, la incidencia de IRAG en nifios menores de 5 afos se asocio con el VSRH y el
VPIH-3 (238). Como se puede apreciar estos resultados son coincidentes con los del
presente trabajo, a pesar de que solo van dirigidos a un grupo de edad determinada, a

diferencia del nuestro que abarca a todos los grupos de edades.

Los sintomas clinicos respiratorios que mds se presentaron en los pacientes con IRAG
fueron: fiebre, tos, disnea, expectoracion, rinorrea y amigdalitis (tabla 11). Al analizar
estos datos, pudimos demostrar asociacion significativa entre la IRAG y la presencia de
fiebre (p=0.000). En un grupo de pacientes hospitalizados con IRAG en Chicago, se
detectd que los sintomas clinicos mas frecuentes fueron la fiebre, la tos y la disnea,
principalmente en aquellos a los que se les diagnosticd infeccion por el virus de
influenza A (208). En relacion a este resultado debemos resaltar que la IRAG es una

definicion de caso elaborada por un grupo de expertos de la OMS, con el objetivo de
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priorizar la vigilancia de Influenza en aquellas personas con enfermedad respiratoria
severa, que necesitan hospitalizacion para un tratamiento especifico. Cuando los datos
del namero de hospitalizaciones por IRAG, se combinan con un resultado confirmatorio
del laboratorio, esta vigilancia contribuye a conocer la carga de la enfermedad por los
virus influenza. Asi como, completar el conocimiento sobre el espectro clinico de la
Influenza, profundizar en su epidemiologia y detectar oportunamente cambios de sus

caracteristicas clinicas y epidemiologicas (239).

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de los pacientes con IRAG.

Sintomas clinicos No de pacientes
FIEBRE 454 (p=0.000)
TOS 531

DISNEA 381
EXPECTORACION 214
RINORREA 209
AMIGDALITIS 6

Fuente: LNR, IPK.

En la literatura médica se describe que la fiebre es el signo clinico mds comuin en la
infeccidn por los virus influenza. El mismo esta presente en mas del 90% de los casos,
aunque otros como la tos no productiva (>80%), congestion nasal o rinorrea (>80%),
cefalea, amigdalitis no exudativa y otras sintomas generales también estan presentes

(240).

Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, no son sorprendentes los resultados
sobre la deteccion de los virus influenza como principales agentes causantes de IRAG y
con la fiebre como signo clinico mas significativo. Se demuestra el beneficio de esta
definicidn de caso para ser utilizada por los programas de vigilancia de influenza de los
Ministerios de Salud.

V.3 Patron de circulacion de los virus influenza asociados a muestras recibidas de
pacientes con IRAG durante el periodo de estudio.

De un total de 1342 muestras de pacientes con IRAG, 183 resultaron positivas a los
virus influenza (111 influenza A (HIN1)pdm09, 4 influenza A (H3N2) y 67 influenza
B). En este estudio, la circulacion de los virus influenza se detectd durante todo el afio.
El virus influenza B circuld principalmente entre los meses de mayo a septiembre del
afio 2012, con un pico maximo de incidencia en el mes de julio. Durante el 2013, el

virus influenza A (HIN1)pdm09 predominé en la circulacion y se detectdé un
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incremento de la positividad entre los meses de abril a junio. Ambos agentes
cocircularon durante el periodo de estudio. El virus influenza A (H3N2) se detectod

esporadicamente (Figura 2).
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Fig.2. Circulacion de los virus influenza asociados a IRAG en el periodo estudiado.

Fuente: LNR, IPK.

Es conocido que anualmente los virus influenza circulan en todo el mundo ocasionando
brotes y epidemias que pueden experimentar variaciones estacionales asociadas a
variables climatologicas (241). Los virus influenza A predominan en la mayoria de las
estaciones ocasionando altas tasas de hospitalizacion, aunque estan diagnosticadas
epidemias por virus influenza B (242, 243). Los periodos de incremento en la
circulacion de los virus influenza detectados en el presente estudio coinciden con los
meses de la estacion lluviosa en nuestro pais lo que no difiere de lo descrito para los

paises tropicales y subtropicales (212, 244, 245).

Como se puede observar en la figura 2, ambos picos de incrementos de la positividad a
los virus influenza se asociaron con aumentos en la recepcion de muestras de pacientes
con IRAG. Entre los meses de septiembre y diciembre del afio 2012 el aumento en la
recepcion de muestras de pacientes con IRAG estuvo asociado a la circulacion
predominante del VSRH, que caus6 un elevado nimero de ingresos principalmente en
nifos menores de 2 afos (datos no mostrados). En relacion a este resultado, es
importante mencionar que una limitacion del estudio, estd dada por el hecho de que no

se asocio los datos de la positividad a los virus influenza con la informacion sobre el
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numero de hospitalizaciones por IRAG, lo que hubiese permitido arribar a conclusiones
preliminares sobre la carga de enfermedad por Influenza. No obstante, debemos sefalar
que en la actualidad en las estadisticas semanales de salud se recoge el dato de los
ingresos por IRAG en las UCI y no el total de los hospitalizados, por lo que estaria
ausente el nimero de pacientes con IRAG que pudiesen estar ingresados en otro

servicio.

En un estudio realizado en la India durante el periodo post pandémico (agosto 2010-
septiembre 2012), se demostr6 que la positividad a influenza se mantuvo durante todo el
afio, pero los patrones de circulacion de los virus influenza A y B variaron
notablemente. En el 2010 el 100% de la positividad a los virus influenza correspondié al
subtipo de influenza A (HINI)pdm09. En el afo 2011 se remplazd por los virus
estacionales de influenza A (H3N2) y en el 2012 influenza A (HIN1)pdmO9 lo desplazo
para predominar nuevamente (214). En los paises de clima templado durante el periodo
2012-2013, se detectd un incremento de la actividad de los virus influenza A y B. En
Europa la circulacion de A (HIN1)pdm09 fue mayor que la de A (H3N2), sin embargo,
en los Estados Unidos y Canadd predomind el virus A(H3N2) (246). En region del
Caribe y América Central predomino la circulacion del virus influenza A (HIN1)pdm09
(247).

En la actualidad la OMS recomienda que los Estados miembros continten sus esfuerzos
con la actualizacion de los Programas de vigilancia apoyandose en las guias propuestas
y que permiten detectar cualquier comportamiento inusual de los virus influenza ante la
emergencia de un nuevo virus (248).

Los resultados presentados en este estudio permiten esclarecer la contribucion
especifica de los diferentes virus respiratorios en la etiologia de las IATRI. En el
contexto actual del Programa Regional y Mundial de vigilancia de la Influenza aporta
informacion valiosa para el pais y la region al evidenciar la carga de los virus influenza
en la vigilancia de las IRAG. Al mismo tiempo demuestra la necesidad del esfuerzo de
los paises por sostener la vacunacion anual anti-influenza como principal medida de

prevencion y control.
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VI. CONCLUSIONES
Los RV fueron los agentes identificados con mayor frecuencia, seguido de los virus
influenza y del VSRH, demostrando el papel patogénico de estos agentes en los

pacientes con diagnostico de IATRI.

La asociacion significativa de la positividad a los virus influenza con los diagnésticos
clinicos de neumonia y bronconeumonia durante el periodo de estudio confirma a estos

agentes como los principales a tomar en cuenta en la etiologia de las IRAG.

Los patogenos virales involucrados en la etiologia de las IRAG varian dependiendo del
grupo de edad lo que evidencia la necesidad de disponer en los protocolos de actuacion

en las instituciones de salud de medidas especificas de manejo de casos.

El hallazgo significativo de la fiebre en los pacientes con IRAG apoya su utilidad como
signo mayor de la definicion de caso sugerida por la OMS para ser empleada por los

programas de vigilancia de los virus influenza.

Durante el periodo estudiado los virus influenza circularon en Cuba a traves de todo el
afio, con dos picos de incremento en la positividad asociados a los virus influenza B y
virus influenza A (HLIN1)pdmQ9, ocasionando aumentos en la recepcion de muestras de

pacientes con IRAG.

Los resultados de esta investigacion alertan a los programas nacionales la necesidad de
centralizar los esfuerzos de la vigilancia en los pacientes con IRAG para la

identificacion oportuna de eventos de salud inusitados por los virus influenza.
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VIl. RECOMENDACIONES
Ampliar el estudio a un periodo de 3 a 5 afios con el objetivo de obtener conclusiones
determinantes sobre la estacionalidad de los virus influenza.
Emplear estos resultados para el disefio y ejecucién de un estudio de estimacion de

carga de enfermedad por los virus influenza

Realizar una investigacion sobre la evaluacion de la efectividad de la vacuna de

Influenza empleando el anélisis de la vigilancia de IRAG.
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Anexos

Anexos
Anexo 1. Modelo adjunto para la colecta de muestras.

Minsap. Modelo. Microbiologia.
Muestras para diagnéstico microbiolégico o envio de cepas para el trabajo de referencia nacional en &l IPK.

1-Nombre(es) Primer Apellido: Segundo Apellido: 2-Carné de Identidad: No,
I S
3- Direccidn Particular; 4-Municipio: 5-Provincia: 6-Hist, Clinica:
T-Edad: | 8-Sexo: 3-Ocupacion 10-Color de la piel: 11-Digs de ingreso
Mase. O Fem.0 Blanca 0 Negra 0 Amarilla 0 Mestiza

12-Centro que Remite: 13-8ala 14-Municipio: . |15Provincia: . | 16-Fecha:
I
Dian Me: Afio

17-Diagnéstico Clinice:
18-Fecha de comienzo de los Sintomas: ]

19-Sintomas v signos generales: Dia Mes Afo
Fiebre O MialginO  Cefalea T Linfondenopatia [ Malestar General 0 Vémitos O  RashD Petequins [

Dinrreas O Artralgia O Esplenomegalia0  Anorexia O IcteroD Hepatomegalin O Astenia 0O Escalofrios O
Sangramiento 0 Dolor abdominal O  Aumento de volemen de parétida O

IRA: Tox I Disnen 0 Expectoracion [ Laringitis 0  Faringitis O Rinorrea O Otitis D Coqueluche 0O
Amigdalitis 0  Laringotraquebronquitis 0  Estornudos 0 Vacunacién anti-Influenza 0O ‘

SNC; Desorientacién O Rigidez nucal O  Convulsiones O Perdida deconciencia 0 Trastornos de conducta D

Dificultad ¢n la marcha O

. _Secrecidn Genital O Lesion Genital 0 SEPSIS URINARIA:  Disuria 0 Otros:

20-Disgnadstico Clinico: 21-APP:
22-Tipo de Muestra colectada: Enfermedad similar er Ia familin ¢ comunidad:
Suero u] Saagre [ LCR 0 Humor acuese 0O st O No Q
Historia de viajes al exterior;
Orina 0 Liquido amaidtico 0 Gargarismo 0 Esputa 0O st O NO [ Pais:.
Heces O Exndade O Cual Fecha llegada al paia: !
Dis Mes Ao
Tejide O Cual_ Ti ieato Previo:
st 0 NO O
**Limina de: Cepa de:
Cual(es):
Fecha colecta muestra:
I —
Dia  Mes Abo Antecedente de vacunacin PRS
22-Estudio solicitado: 18 a NO O Reht: L]
Diagndstico 0] Referencia 0]
24- Nombre del Facultativo:
23-SUEROS PAREADOS
ha di :
Fecha de colecta 25- RESULTADOS
1% Suero | | 2% Suero 1
Dia Mes Afo Dia Mes Afo
Confirmatorio (Dengue) 0O Referencia C
Para el envio de cepas solo se requieren los datos correspondientes a los acdpites
1,4,5,6,7,8,11,12,13, 14,15, 16,17, 18,22,24,25.
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