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SINTESIS

La investigacion sobre la circulacion en Cuba de virus respiratorios emergentes abarco tres estudios. El
primero de ellos fue un estudio descriptivo de serie de casos que evidencid que un brote pediatrico ocurrido en
el afio 2005, estuvo constituido por dos eventos clinicos independientes: un brote de miocarditis fatal donde se
identific el serotipo 5 de los adenovirus en el 75% de los casos y un brote distinguido por el predominio de
sintomas gastrointestinales. Para este Ultimo se idenficd el adenovirus D en 9 pacientes. Un segundo estudio
descriptivo de serie de casos demostrd que dos nuevos virus: metapneumovirus humano y bocavirus
humano, circulan en nifios cubanos < 5 afios de edad asociados significativamente a infecciones del tracto
respiratorio inferior (p=0,00) y superior (p=0,00), respectivamente, incrementando el nlimero de agentes que
ocasionan infecciones respiratorias agudas de diferente severidad. El tercer estudio de corte transversal
permitio disefiar un algoritmo de diagndstico molecular en dos fases para la identificacion del virus emergente
influenza A (HINZ1) pdm09. El mismo posibilitd confirmar a este agente en 1805 muestras clinicas y definir
dos picos de actividad en su circulacion. Su deteccion se asocio significativamente al diagndstico clinico de
infeccién respiratoria leve (p=0,00) y grave (p=0,00), a la condicion de ser viajero (p=0,01) vy al estudio de
brotes (p=0,00). Los resultados de la investigacion evidenciaron la circulacién en Cuba de virus respiratorios
emergentes asociados a eventos clinicos y epidemioldgicos diversos utilizando las herramientas diagndsticas

moleculares.
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Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

I. INTRODUCCION
l. 1 Antecedentes

Desde el siglo pasado, las enfermedades transmisibles constituyen una causa importante de morbimortalidad.
En el tltimo tercio del siglo XIX se descubrieron muchos de sus agentes causales, sus reservorios, fuentes de
infeccién y mecanismos de transmision, lo que condujo a desarrollar y adoptar medidas preventivas que
permitieron, junto con el desarrollo econdmico y social, disminuir su incidencia y mortalidad particularmente
en los paises desarrollados. Se pensd que con el saneamiento, el desarrollo de vacunas, el uso de
medicamentos antimicrobianos y otras medidas, las enfermedades transmisibles iban a dejar de ser un
problema grave de salud publica (1). Sin embargo, hoy siguen siendo la segunda causa de muerte general y la
primera causa de afios perdidos ajustados a discapacidad a nivel mundial (2).

Las infecciones respiratorias agudas (IRA), en particular las que afectan el tracto respiratorio inferior,
predominan a nivel mundial como causa de muerte. Los virus constituyen los principales agentes etiologicos
(3). Enla poblacion pediétrica, seglin estimaciones de la Organizacién Mundial de La Salud (OMS), ocurren
dos millones de fallecimientos anuales (2). Estas infecciones ademés, originan pérdidas millonarias a los
Estados por concepto de ausencias laborales, escolares, costos de consultas médicas, hospitalizacion y
medicamentos, tanto en la atencion primaria como en los servicios de urgencias hospitalarios (4).

En los Ultimos afios, el desarrollo y aplicacion de las herramientas moleculares al diagnéstico y monitoreo de
las infecciones virales experimenta una fase de crecimiento sin precedentes (5). En particular, el disefio y
perfeccionamiento de las técnicas basadas en la amplificacion de acidos nucleicos como las técnicas de
transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (TR-RCP), reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) y RCP en tiempo real, permitieron ampliar el nimero de agentes virales implicados en la etiologia de
las IRA (6, 7). Desde el comienzo del presente siglo, las familias Paramyxoviridae y Coronaviridae se
incrementaron con el descubrimiento del metapneumovirus humano (MPVH) (8) del coronavirus humano
causante del sindrome agudo respiratorio severo (CoVH SARS) (9) y de dos coronavirus humanos
identificados en Holanda (CoVVH NL63) (10) y Hong Kong (CoVH HKUL) (11). Entre los afios 2005 y

2007, se identificaron tres nuevos virus respiratorios: el bocavirus humano (BoVH) perteneciente a la familia
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Parvoviridae (12) vy dos virus (KIV y WUV) (13, 14) reconocidos como miembros de la familia
Polyomaviridae. Por otra parte, las herramientas moleculares han posibilitado también el estudio de la
evolucion de los virus conocidos (15, 16). En los Gltimos afios, los estudios de caracterizacion molecular de los
adenovirus (AdVH), reportan la emergencia de nuevos serotipos, la circulacion de serotipos conocidos con
diferente tropismo, mayor virulencia, recombinaciones entre serotipos, entre otros, representando un cambio
global en relacion con la significacion clinica y epidemioldgica de estos agentes (17-19).

Por Gltimo, las herramientas de diagndstico molecular han permitido también la notificacion de la emergencia
de brotes del virus de la influenza aviar A (HSNZ1) en aves de corral de varios paises, 570 casos de infeccion en
humanos por este agente con una mortalidad de un 58,7% y la identificacion del agente causal de la primera
pandemia del siglo 21 (20-22) .

En Cuba, las IRA constituyen la primera causa de atencidén médica a los distintos niveles del sistema nacional
de salud. La mortalidad por Influenza y neumonia, constituye la quinta causa de muerte en nifios menores de
5 afos y la sexta causa en la poblacion en general (23). Desde el afio 2000, el Ministerio de Salud Publica
(MINSAP), implementé 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 donde la vigilancia de laboratorio
constituye un pilar fundamental (24).

Los Laboratorios Nacionales de Referencia (LNR) para la vigilancia de los virus influenza y otros virus
respiratorios del Instituto Pedro Kouri (IPK) contribuyen al conocimiento de la participacion de estos agentes
en la etiologia de casos esporadicos y brotes de IRA. Esto ha sido posible mediante el empleo de métodos
convencionales de diagndstico virologico Y la aplicacion de las herramientas de diagndstico molecular al
estudio de algunos de los agentes (25-27). Sin embargo, en un nimero considerable de pacientes, la etiologia
de diferentes tipos de IRA u otras enfermedades infecciosas en los cudles algunos virus respiratorios podrian
estar implicados, no esta esclarecida.

En este contexto que se inserta el presente trabajo, identificaremos la circulacion de algunos virus emergentes
causantes de IRA. Al mismo tiempo, su relacidn etiologica con eventos clinicos y epidemioldgicos de
importancia para la salud pablica nacional e internacional mediante el desarrollo y aplicacion préactica de
métodos de diagndstico molecular en los LNR.
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I. 2 Hipotesis de trabajo
Los virus respiratorios emergentes circulan en Cuba asociados a diferentes cuadros clinicos y eventos

epidemioldgicos.

I. 3 Objetivos

General:

Proporcionar evidencias sobre la circulacion de los virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-

2010 mediante ensayos de diagndstico molecular.

Especificos:

1-  Identificar la posible etiologia viral de un brote de sindrome febril agudo inespecifico en pacientes
pediatricos.

2-  Identificar la circulacion de metapneumovirus humano y bocavirus humano en nifios <5 afios de edad

con infeccion respiratoria aguda mediante un ensayo de TR-RCP anidado multiple optimizado.

3~  Desarrollar una estrategia de laboratorio para el diagndstico y estudio de la circulacion de un virus

influenza pandémico.
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. 4 Novedad cientifica

e Por primera vez en Cuba se identifica a los AdVH especie C serotipo 5 en la etiologia de un  brote severo
de miocarditis aguda.

e Se demuestra la circulacion de dos virus respiratorios emergentes asociados con cuadros clinicos de
diferente severidad en pacientes pediatricos, de lo que no se registran precedentes.

e La identificacion inusual de la especie D de AdVH como causa de un brote de gastroenteritis aporta
evidencias que sugieren la posible circulacion de variantes de este agente en nuestro pais.

e Los resultados presentados sobre la circulacion del primer virus pandémico del presente siglo en Cuba,
aportan conocimientos a nivel nacional e internacional sobre las caracteristicas de este agente nuevo en
relacion con otros virus pandémicos que le precedieron.

1. 5 Valor tedricoy practico

e Los resultados obtenidos contribuyen a conocer la participacion de los diferentes virus respiratorios en la
etiologia de diferentes cuadros clinicos y eventos epidemiologicos.

e El presente trabajo esta enfocado en el estudio etioldgico de la principal causa de morbilidad y una de las
primeras causas de mortalidad a nivel mundial.

e El desarrollo e introduccién de herramientas de diagnéstico molecular posibilito fortalecer las capacidades
diagndsticas de los LNR para la vigilancia de las IRA de etiologia viral y sienta las bases para el desarrollo de
investigaciones futuras sobre estos virus.

e Los resultados obtenidos orientan hacia la necesidad de actualizar las estrategias actuales de prevencion y
control de las IRA para el enfrentamiento de futuras emergencias de salud.

e Los resultados presentados en esta investigacion cuentan con reconocimientos entre los que se destacan:
dos Logros de la Academia de Ciencias de Cuba, un Resultado Relevante institucional, dos Premios en el
Forum Provincial de Ciencia y Técnica, un Premio Anual de la Salud en la categoria de articulo cientifico, un
Premio Anual en la categoria de investigaciones de sistemas y servicios de Salud. Al mismo tiempo, los
mismos forman parte de siete publicaciones y ocho presentaciones en siete eventos cientificos. Estos
resultados también han formado parte de tres Trabajos de Diploma, una Tesis de Especialista en
Microbiologia y una Tesis de Maestria en Virologia (Anexo 1).

. 6 VValor social

eLa identificacion oportuna del agente involucrado en la etiologia de lo que se denomind sindrome febril

agudo inespecifico (SFAI), asi como de la circulacion del virus influenza A (HINZ1) pdm09, permitié el mejor
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manejo de los casos de infeccion por estos agentes y la implementacion de acciones efectivas de prevenciony
control que posibilitaron mitigar el impacto social de estos eventos sanitarios.
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I. MARCO TEORICO

I1. 1 Enfermedades Infecciosas Emergentes y Re-emergentes.

1. 1. 1 Definicion

Las enfermedades infecciosas son causadas por la presencia y actividad en los seres vivos de uno 0 méas
agentes patogénicos incluyendo los virus, bacterias, hongos, helmintos, protozoos y proteinas anormales
llamadas priones. Estas enfermedades son transmitidas por una gran variedad de vias incluyendo el contacto
directo o indirecto; ingestion (en agua o alimentos), transmision de fluidos humanos; inhalacion de particulas
en el aire y transmision por vectores (Mosquitos, pulgas, roedores, garrapatas, entre otros). La extension de la
amenaza global de estas enfermedades para la salud plblica depende de las tasas de prevalencia y de
incidencia de las infecciones conocidas, unido a las infecciones emergentes y re-emergentes (28).

El concepto de Enfermedades Infecciosas Emergentes (EIE) fue establecido en 1992 por el Instituto Nacional
de Alergias y Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América
(EUA). Las mismas se definen como: "las enfermedades infecciosas descubiertas en los Gltimos afios o
aquellas en las cuales la incidencia en humanos o distribucién geogréfica ha aumentado en las dos Ultimas
décadas 0 que amenazan aumentar en el futuro™ (29, 30).

Las infecciones re-emergentes son aquellas que han sido previamente conocidas, pero que, aungue se
consideraban controladas o erradicadas, han reaparecido con una mayor virulencia del microorganismo, con
nuevas caracteristicas sociales 0 en un contexto epidemioldgico nuevo (29, 30).

I1. 1. 2 Causas del origen de las EIE y Re-emergentes.

Las causas especificas de la emergencia y re-emergencia de las enfermedades infecciosas son muchas y
varian ampliamente entre enfermedades y aun en la misma enfermedad entre diferentes localidades (31).
Entre las causas més frecuentes se encuentran las atribuidas a:

»  Factores sociales:

-El crecimiento de las poblaciones.
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-Las migraciones humanas y el movimiento de millones de personas desplazadas por guerras, inestabilidad
civil y desastres naturales.

-La urbanizacion rapida y desordenada.

-Las crisis econdmicas Yy sociales que debilitan los sistemas de salud publica.

-El incremento de los viajes, el comercio y el turismo a nivel intemacional los cuales proveen transporte
eficiente para patdgenos y sus vectores.

-Los cambios en el comercio global de ganado y alimentos, incluyendo las técnicas de mercadeo, flete y
almacenaje (31).

»  Conducta humana:

-Los cambios en el comportamiento sexual humano han aumentado la prevalencia de las enfermedades de
transmision sexual.

-El uso de drogas.

-Los cambios en los hébitos alimentarios.

-El desarrollo tecnoldgico que determina formas de vida modema (calefaccion, aire acondicionado).

- El uso indiscriminado de insecticidas.

- Los procedimientos medicos tales como transplantes de tejidos y drganos, uso de drogas inmunosupresoras,
asi como el uso amplio y mal uso de los agentes antimicrobianos.

-El bioterrorismo (31).

»  Factores medioambientales:

-Los cambios ambientales causados por las actividades humanas como la desforestacion, la refosteracion, la
construccion de carreteras, construccion de represas, sistemas intensivos de agricultura y produccion animal,
extension descontrolada de las areas urbanas, pobre sanidad plblica y contaminacion.

-El calentamiento global.

-Las inundaciones y las sequias.

-Los desastres naturales (31).

»  Factores microbianos:

-La adaptacion y las modificaciones de los agentes microbianos (31).

I1. 1. 3Ejemplos de EIE y Re-emergentes.

La OMS vy el Centro para el Control de Enfermedades de los EUA (CDC, siglas del inglés, Centre for
Diseases Control) han descrito méas de 100 EIE y re-ermegentes que afectan a los humanos o los animales
que recientemente han aumentado o que amenazan aumentar en alcance geogréfico, actividad epidémica y



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

gravedad (32). En latabla 1 se muestran algunos ejemplos de los agentes patdgenos causantes de EIE y Re-

emergentes.

Tabla 1. Ejemplos de agentes patogenos causantes de Enfermedades Infecciosas Emergentes y Re-

emergentes.

Tipodeagente  Nombre del agente Enfermedad

virus virus de inmunodeficiencia humana sida

(VIH)

virus virus influenza Influenza

virus CoVH-SARS Sindrome Agudo Respiratorio Severo

virus MPVH Infeccion respiratoria aguda

virus BoVH Infeccién respiratoria aguda
Gastroenteritis

virus virus dengue Dengue

virus virus hantaan Fiebre hemorragica con sindrome renal
Sindrome pulmonar por hantavirus

bacteria Vibrio cholerae Colera

bacteria Micobacterium Tuberculosis Tuberculosis

protozoo Plasmodium spp. Paludismo

protozoo Leishmania spp. Leishmaniosis

Fuente: Morens y cols., 2004

11. 2 Miocarditis
11. 2. 1 Definicion

Las miocarditis se definen como una entidad anatomoclinica resultante de los procesos inflamatorios agudos o
cronicos que afectan al musculo cardiaco. A nivel patologico se caracteriza por la presencia de infiltrados
inflamatorios locales, necrosis y degeneracion de los miocitos (33).

I1. 2. 2 Etiologia

De acuerdo a la etiologia, suelen dividirse en primarias o idiopaticas y secundarias. De las formas primarias,
también denominadas postviral 6 linfocitica, en base al tipo celular predominante en el estudio histolégico, no
Se conoce con certeza el mecanismo etiologico. Sin embargo, las secundarias se producen como consecuencia
de un agente especifico 6 en el contexto de una enfermedad conocida.
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Dentro de las causas identificadas se incluyen numerosos agentes infecciosos, enfermedades sistémicas y
agentes toxicos (tabla 2) (34, 35). Aunque los virus son considerados los agentes etioldgicos del 75% de los
casos de miocarditis aguda, un estudio reciente demostro que en el 50% de los casos de miocarditis no se
identificaron agentes etiologicos a pesar de la sospecha de la posible causa viral (36).

Tabla 2. Causas més frecuentes de miocarditis.

Causas Ejemplos

Virus coxsackievirus, AdVH, influenza, virus sincitial respiratorio humano (VSRH), VIH,
echovirus, citomegalovirus, dengue,
virus Epstein-Barr (VEB), citomegalovirus (CMV), virus varicella zoster, virus herpes
simple, virus hepatitis A, virus hepatitis C, poliovirus, virus sarampidn, virus parotiditidis,
virus rubéola, virus rabia, parvovirus B19, entre otros.

bacterias Corynebacterium diphtheriae, Neisseria Gonorrea, Haemophilus influenzae, Brucella,
Neisseria Meningitidis, Mycobacterium, Micoplasma pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Treponema pallidum.

hongos Actinomyces, Aspergillus, Blastomyces, Candida, Coccidiodes, Cryptococcus,
Histoplasma.
protozoos Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi
helmintos Ascaris lumbricoide, Schistosoma, Trichinella spiralis
rickesias Rickettsia rickettsii, Coxiella bumetti
toxinas Antraciclinas, Cocaina, Interleucina 2
hipersensibilidad Sulfamidas, Cefalosporinas, Diuréticos, Digoxina,
Antidepresivos Triciclicos, Dobutamina
enfermedades Enfermedad de Churg-Strauss, Enfermedad Inflamatoria Intestinal, Miocarditis de Células
. Gigantes, Diabetes Mellitus, Sarcoidosis, Lupus Eritematoso Sistémico, Tirotoxicosis,
autoinmunes
entre otras.
Fuente: Tobin, 2001, Maron y cols., 2006
I1. 2. 3 Diagnéstico

En la mayoria de las ocasiones el diagndstico se realiza en pacientes con cuadros de insuficiencia cardiaca de
instauracion subaguda que han evolucionado a una miocardiopatia dilatada. En el estudio de estos pacientes al
realizar una biopsia endomiocardica se detectan alteraciones anatomopatologicas compatibles con miocarditis
activa (37).

Sin embargo, la miocarditis que se puede encontrar en el area de urgencias y en los servicios de Medicina
Intensiva tiene un caracter méas agudo y una presentacion polimorfa. Es frecuente el antecedente de una
enfermedad febril con sintomatologia general y respiratoria varios dias antes de la manifestacion principal de
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la misma, aunque puede faltar, no ser recordada o ser falsamente atribuida (por la alta prevalencia de este tipo
de cuadros) (38). Con posterioridad sobreviene una o varias de las manifestaciones siguientes:

- Insuficiencia cardiaca: en forma exclusiva de edema agudo de pulmon 6 de chogue cardiogénico que resulta
la més frecuente en los pacientes pediatricos. La exploracion fisica variara segun la severidad del cuadro, pero
generalmente se encontrara taquicardia (desproporcionada al grado de fiebre), galope ventricular a la
auscultacion y grados variables de insuficiencia respiratoria y sindrome de bajo gasto (SBG). Este Ultimo se
corresponde a una falla en el balance entre la bomba cardiaca central y el control de los componentes
perifericos, que incluyen: a) el tono de la circulacion periférica y b) los reguladores neurohumorales del tono
vascular, con la llegada insuficiente de sangre oxigenada a los tejidos periféricos, para satisfacer las
necesidades metabdlicas (39).

Los datos clinicos asociados al SBG son: disminucion o ausencia del pulso, piel fria y pélida en las
extremidades con cianosis distal 0 acrocianosis, aumento de la frecuencia cardiaca, tension arterial sistémica
normal o disminuida, oliguria, saturacion de oxigeno en sangre venosa menor a 40% (37).

- Presincope/sincope: generalmente como expresion clinica de arritmias, bien del tipo de taquicardias
ventriculares 6 de blogueos de conduccion.

- Dolor torécico: presente en grados variables y junto con alteraciones electrocardiogréficas sugerentes
de isquemia miocardica (onda Q pequefia o ausente, supradesnivelacion del segmento ST, onda T invertida o
aplanada, intervalo QT prolongado), puede conducir al error diagndstico de un infarto agudo del miocardio.

- Arritmias: como manifestacion inicial & como complicacion de la enfermedad.

- Muerte stibita: siendo diagnosticada en el estudio necrpsico (37).

La biopsia endomiocardica, es la Unica técnica de diagnastico que permite la confirmacion de una miocarditis
aguda. En 1987 se publicaron los criterios de Dallas para el diagnéstico anatomopatoldgico de la miocarditis.
Esta clasificacion carece de consideraciones patogenicas (viricas, inmunoldgicas), clinicas, evolutivas (aguda,
subaguda, cronica) y pronosticas, centrandose en criterios exclusivamente morfologicos (40).

La biopsia endomiocardica es un proceder invasivo y se asocia con riesgo de morbilidad, asi como con errores
de muestreo que reducen su sensibilidad diagnostica. El aislamiento viral o cultivo de otros patogenos a partir
del tejido miocardico de fallecidos es dificil; pero las técnicas de biologia molecular como la hibridacion in situ
0 laRCP, hoy hacen posible la identificacidn especifica de los agentes etioldgicos mas frecuentes (41).

I1. 2. 4 Epidemiologia

La incidencia de la miocarditis es estimada en 1-10 casos por cada 100 000 personas; sin embargo, la
incidencia de resultados positivos en las biopsias endomiocardicas en pacientes con sospecha de miocarditis
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varia ampliamente en el rango entre 0%-80%. Se estima que del 1%-5% de los pacientes con infeccion viral
aguda pueden presentar compromiso del miocardio (38).

La miocarditis se presenta en forma de casos esporadicos pero existen pubicaciones sobre la ocurrencia de
brotes locales de miocarditis asociados a incrementos en la circulacion de agentes patogenos especificos (42,
43).

I1. 3 Infecciones Respiratorias Agudas

1. 3. 1 Definicion.

Se definen como un conjunto de enfermedades agudas (menos de 15 dias de evolucidn) del tracto respiratorio
causadas por un agente infeccioso transmitido de persona a persona (44).

1. 3. 2 Clasificacion

Se clasifican en dos grandes grupos de acuerdo a su localizacion y a la estructura anatdmica que afectan:

> Infecciones del tracto respiratorio superior (ITRS). Refiriéndose a las que afectan la nariz, los senos
paranasales, los oidos, las amigdalas, las adenoides, la faringe y la epiglotis.

Ejemplos: rinitis, sinusitis, otitis media, faringitis, adenoiditis, amigdalitis, epiglotitis, rinofaringitis,
faringoamigdalitis, catarro comun o Enfermedad tipo Influenza (ETT), entre otros.

> Infecciones del tracto respiratorio inferior (ITRI). Refiriéndose a las que afectan la laringe, la traquea, los
bronquios, los bronquiolos y el parénquima pulmonar y resultan ser graves en una proporcion de los casos
(45).

Ejemplos: laringitis, traqueitis, bronquitis, laringotraqueobronquitis, - traqueobronquitis, - bronquiolitis,
neumonia y bronconeumonia (46) .

Otra clasificacién muy utilizada esta referida a la severidad de las IRA tomando en cuenta los parametros
clinicos presentes en los pacientes hospitalizados en las Unidades de Ciudados Intensivos (UCI) (47). Con
relacion a este aspecto, para hacer mas uniforme la informacion resultante de la vigilancia de las IRA a nivel
regional y detectar eventos epidemioldgicos inesperados asociados a estas infecciones, el Programa regional
de vigilancia de la Influenza de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha propuesto a los paises
emplear una definicion Unica de Infeccion Respiratoria Aguda Grave (IRAG) adaptada del Programa global
de vigilancia de la Influenza de la OMS:

»  Caso de IRAG: Todo paciente > de 5 afios de edad con aparicién stibita de fiebre =38 ‘C, tos, dolor de
garganta, disnea o dificultad para respirar con necesidad de hospitalizacion y cuya etiologia no esta definida en

el momento del ingreso (48).
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Para evaluar la dificultad respiratoria, se utiliza la frecuencia respiratoria como parametro:

- En adultos, se considera aumentada si la frecuencia respiratoria es mayor a 26 respiraciones por minuto.

- En los nifios, de acuerdo con los criterios del Programa de Atencion Integral a las Enfermedades Prevalentes
en la Infancia (PAIEPI) de la OMS se considera aumentada la frecuencia respiratoria:

eAntes de los 2 meses de edad: frecuencia respiratoria superior a60 respiraciones por minuto,

o2 a 11 meses de edad: frecuencia respiratoria superior a50 respiraciones por minuto,

12 meses a 5 afos de edad: frecuencia respiratoria superior a 40 respiraciones por minuto.

La definicion de IRAG para los nifios menores de 5 afios se ha adoptado del PAIEPI de la OMS:

> Nifio menor de 5 afios en el que se sospeche clinicamente la presencia de neumonia y requiera de
ingreso hospitalario (48).

1. 3. 3 Etiologia

De acuerdo a la etiologia existen dos tipos de clasificaciones de las IRA: a) por un lado las infecciones
respiratorias bacterianas, virales, parasitarias y fungicas; b) por otro se clasifican en especificas, refiriéndose a
las infecciones causadas por un agente en particular, como la tosferina (causada por la Bordetella pertussis), la
difteria (causada por el Corynebacterium diphteriae), e inespecificas refiriéndose a los sindromes clinicos que
pueden ser ocasionados por diferentes agentes y son las mas frecuentes (46).

Los patogenos principales causantes de las IRA son los virus. Una gran variedad de ellos estan involucrados
en su etiologia y los mas frecuentes se muestran en la tabla 3 (3).

Tabla 3. Virus mas frecuentes causantes de IRA.

Familia viral Virus

Ortomyxoviridae influenzaA,ByC

Paramyxoviridae virus parainfluenza 1-4 (\VPI), VSRH, MPVH

Picormaviridae rinovirus (RV), enterovirus (EV)

Adenoviridae AdVH

Coronaviridae coronavirus humano OC43 (CoVH OC43), coronavirus humano 229 (CoVH
229E)

Herpesviridae VEB,CMV

Fuente: Monto, 2002.
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I1. 3.4 Diagnéstico

En la préctica médica, la sospecha de IRA viral estd 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 patognomanicos. Un mismo sindrome clinico puede ser producido por més de un agente
viral como se muestra en latabla 4 (49) .

Tabla 4. Sindromes clinicos y sus agentes virales causales mas frecuentes.

Sindromes clinicos Agentes virales

catarro comdn RV, influenza, AdVH, coronavirus, VPI
faringitis AdVH, VEB, EV

laringitis V/PI, AdVH, influenza,

traqueobronquitis V/PI, influenza, AdVH

bronquiolitis VSRH, MPVH, RV, AdVH, influenza, VVPI
neumonia VSRH, influenza, AdVH, RV, MPVH, \VPI

Fuente: Rodrigo y cols., 2004.

La identificacion del agente etiol6gico requiere de su determinacion por el laboratorio de microbiologia. El
diagndstico 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 ITRI son las obtenidas por procedimientos invasivos [aspirado bronquial (AB),
lavado broncoalveolar y cepillado bronquial] y el esputo. Las muestras de necropsia (tejido de pulmon) de los
fallecidos a causa de una IRAG son indispensables para identificar el agente etiolgico.

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) Agente etiologico: el tiempo de excresion viral, la respuesta inmune especifica que induce, la carga viral, la
capacidad para multiplicarse en los diferentes sistemas de asilamiento viral, varia para diferentes agentes.

d) Embalaje seguro y transporte rapido en condiciones Optimas (4 °C) al laboratorio.

e) La capacidad del laboratorio de disponer de herramientas diagnosticas sensibles y especificas para la
identificacion de un amplio espectro de agentes virales (50, 51).

El diagndstico etioldgico 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 diagnéstico rapido puede
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realizarse mediante la deteccion de antigenos (Ag) virales especificos directamente a partir de las muestras
clinicas respiratorias empleando la inmunofiuorescencia (IF) y los ensayos inmunoenziméticos o la deteccion
de su genoma mediante los ensayos de amplificacion de &cidos nucleicos como la RCP, RCP en tiempo real,
secuenciacion de acidos nucleicos, entre otros (50). Actualmente se encuentran disponibles diferentes
protocolos de dichos ensayos que permiten la deteccion simultanea de varios virus respiratorios en una mezcla
de reaccidn, proporcionando el diagnéstico virologico en menos de 48 horas (52-54).

El aislamiento viral en uno o més de los sistemas bioldgicos existentes (cultivo celular, huevos embrionados y
animales de experimentacion) sequido de la identificacion mediante las ténicas de fijacion del complemento
(FC), inhibicion de la hemaglutinacion (IH), IF, ensayos inmunoenziméaticos, neutralizacion y RCP constituye
la prueba de oro para la identificacion de los agentes cultivables. Por otra parte, la deteccion de Anticuerpos
(Ac) especificos y sus niveles en el suero (monosueros o sueros pares), confirman la infeccion y  aportan
informacion sobre el tipo de infeccidn y la etapa en que esta se encuentra. Entre las técnicas seroldgicas mas
empleadas se incluyen: IH, neutralizacion, FC, IF y los ensayos inmunoenzimaticos (55, 56).

11. 3.5 Epidemiologia

SegUn datos de la OMS, alrededor de cuatro millones de personas mueren cada afio por IRA a nivel mundial,
el 98% de ellas debido a las ITRI. Las tasas de mortalidad son elevadas en los lactantes, los nifios entre 1 y 5
afios de edad y los ancianos, principalmente en los paises en vias de desarrollo. Del mismo modo, estas
afecciones constituyen la causa més frecuente de consulta o admision, particularmente en los servicios
pediétricos (2).

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 inviemo e
inicios de la primavera. En las zonas tropicales, suelen ser méas frecuentes en los meses hdmedos. Sin
embargo, estos patrones pueden variar para los diferentes agentes (57).

Los virus respiratorios se diseminan entre los humanos por aerosoles, por el contacto directo con secreciones
infectadas o 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 y los AdVH, pueden
transmitirse por via fecal-oral. El periodo de incubacion varia seguin el agente pero generalmente es corto (1-5
dias).

La susceptibilidad a la infeccion es universal pero resultan mas graves en los lactantes, los nifios, los ancianos

y las personas con alteraciones cardiacas, pulmonares o del sistema inmune (57).
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11.4 Adenovirus

1. 4. 1 Caracteristicas generales

Los AdVH fueron descubiertos en el afio 1953 a partir del tejido de adenoide extirpado quirirgicamente y
cultivado durante varias semanas (58). En los afios siguientes se aislaron distintos serotipos de AdVH hasta
llegar a los 51 serotipos descritos en la actualidad. Estos agentes pertenecen a la familia Adenoviridae la cuél
esta compuesta de cuatro géneros. Los AdVH capaces de infectar a los humanos pertenecen al género
Mastadenovirus. Como miembros de este genero estan reconocidas seis especies de ADVH denominadas
como AdVH humanos de la A ala F, y dos sub-especies B1 y B2 (tabla 5) (59, 60).

Tabla 5. Especies, sub-especies y serotipos de AdVH humanos.

Especie y sub-especie Serotipos

A 12,18, 31

Bl 3,7,16,21,50

B2 11,14,24,35

C 1,2,56

D 8-10, 13,15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51
E 4

F 40,41

Fuente: Wold William, 2007.

Son virus no envueltos con un didmetro entre 70 a 90 nandmetros (nm) y de simetria icosaédrica. La capside
esta compuesta de 252 capsomeros, 12 de los cuales constituyen pentonas y 240 hexonas. El nlcleo esta
constituido por el complejo de la nucleoproteina. El genoma esta representado por una simple molécula de
&cido desoxiribonucleico (ADN) de doble cadena lineal de 35 kilobases (kb). Los determinantes antigenicos
localizados en la superficie del virion poseen reactividad especifica de tipo y estan involucrados en la respuesta
de Ac mediadores de la neutralizacion (hexonas), o de la inhibicion de la hemaglutinacion (fibras) (59).

I1. 4. 2 Manifestaciones clinicas

Los AdVH se distinguen clinicamente del resto de los virus respiratorios en que pueden afectar a maltiples
organos distintos del aparato respiratorio, produciendo conjuntivitis, gastroenteritis, hepatitis, miocarditis,
cistitis hemorragica aguda y meningoencefalitis, tanto en personas inmunocompetentes como en pacientes

inmunocomprometidos (59, 61).
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Aproximadamente, el 50% de las infecciones causadas por los AdVH en la poblacion general son
asintométicas durante épocas no epidémicas. En los pacientes inmunocompetentes se caracterizan por ser
leves y autolimitadas. Sin embargo, algunas investigaciones recientes demuestran cambios importantes con
relacion a las infecciones sintomaticas por los AdVH, incluyendo alteraciones en su distribucion geografica
(18,19,62).

Los diagndsticos clinicos mas frecuentes son conjuntivitis, ITRS e ITRI. Segln datos de la literatura médica
hasta el 7% de las neumonias que reguieren ingreso son atribuidas a los AdVH (61, 63). La fiebre
faringoconjuntival que afecta principalmente a los nifios es la afeccion clinica por AdVH mejor descrita.
Aparece en brotes pequefios en los meses de verano y se caracteriza por fiebre, conjuntivitis, faringitis, rinitis y
adenitis cervical. En su etiologia se implica fundamentalmente al serotipo 3 de la sub-especie B1 (64).

Los AdVH de la especie D, serotipos 8, 19 y 37 son los agentes causales de la queratoconjuntivitis epidémica
que afecta a la poblacion adulta a nivel mundial (65). Esta especie resulta ser la mayor en cuanto al nimero de
serotipos que la integran y son la causa mas frecuente de infecciones sistémicas en los pacientes
inmunocomprometidos (66, 67).

I1. 4. 3 Diagndstico

En ausencia de un brote caracteristico, las infecciones por los AdVH son indistinguibles de las producidas por
otros patdgenos. Entre las técnicas para el diagndstico de la infeccion por los AdVH se encuentran: la
deteccion directa de Ag, la microscopia electronica, el aislamiento viral, los ensayos de deteccion del ADN
viral y las técnicas seroldgicas (68).

La IF utilizando Ac monoclonales contra la proteina del hexon presente en las células infectadas de las
muestras de ENF, AB y otras, constituye uno de los métodos de diagnastico rapido mas empleado, pero posee
la desventaja de ser menos sensible que el aislamiento viral y los ensayos de RCP (69). La microscopia
electronica permite reconocer a los AdVH por su morfologia caracteristica y se utiliza principalmente en el
diagndstico de las infecciones entéricas (70) .

La RCP es una técnica altamente sensible y especifica y permite obtener un diagndstico rapido. Diversos
ensayos de RCP cualitativo se emplean para el diagndstico de las IRA causadas por los AdVH; sin embargo
la gran sensibilidad de los mismos permite detectar el &cido nucleico por periodos prolongados v dificulta la
interpretacion clinica de este resultado (71, 72). Los sistemas de RCP en tiempo real cuantitativos, son de
utilidad para la deteccion y el monitoreo de las infecciones por los AdVH en los pacientes

inmunocomprometidos (73). La secuenciacion nucleotidica de segmentos de la proteina del hexon, el penton
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0 la fibra, permiten caracterizar molecularmente las diferentes especies, sub-especies y serotipos de AdVH
existentes (74, 75) .

Los AdVH pueden ser aislados en diferentes lineas celulares a partir de las muestras de heces, secreciones del
tracto respiratorio superior e inferior, exudado conjuntival, orina, liquido cefalorraguideo (LCR), sangre total y
biopsias del tejido infectado. Al igual que en otras infecciones virales, la colecta de la muestra en los inicios de
la enfermedad proporcina mayores posibilidades de recobrado viral, aunque la excresion viral puede
prolongarse hasta una semana en las infecciones respiratorias y dos semanas en las infecciones conjuntivales o
en la fiebre faringoconjuntival (59).

La infeccidn induce una respuesta de inmunoglobulinas de tipo 1gG e IgM especifica. El uso de los ensayos
para la deteccion de Ac IgM no es frecuente, debido a que en una proporcién significativa de los casos los
niveles de IgM no son detectables. El diagndstico retrospectivo de la infeccion puede realizarse mediante la
demostracion de la seroconversion o el incremento de cuatro veces del titulo de Ac de un segundo suero
colectado en la fase de convalesencia con respecto al primer suero colectado en la fase aguda de la infeccion.
Dentro de los ensayos que pueden ser utlizados con este objetivo estan la FC, la IF, la IH, la neutralizacion y
los ensayos inmunoenzimaticos (59).

I1. 4. 4 Epidemiologia

Los AdVH poseen distribucion mundial. Debido a la resistencia a diversos agentes fisicos y quimicos pueden
transmitirse facilmente a través del contacto directo o indirecto, a través del agua u objetos contaminados y
secreciones respiratorias. Su estabilidad a pH bajo (como el existente en las secreciones gastricas) permite su
transmision por la via fecal-oral (59, 76).

La susceptibilidad a las infecciones por estos agentes es universal pero las infecciones severas son frecuentes
en hospederos inmunocomprometidos (pacientes con sida, transplantados, pacientes con cancer), pacientes
con antecedentes de enfermedades cronicas y en los nifios menores de 5 afios de edad (77, 78).

Las infecciones por los AdVH pueden ser esporadicas, endémicas y epidémicas, ocurriendo durante todo el
afio pero con picos de incidencia durante el inviemo, primavera e inicios del verano en gran parte de los paises
(76). La mayoria de las infecciones ocurren durante la infancia y producen inmunidad especifica de serotipo
(79). En las comunidades cerradas pueden ocurrir brotes de ITRS e ITRI, principalmente en unidades

militares, escuelas y campamentos de verano (77, 80, 81).
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I1. 5 Virus sincitial respiratorio humano

1. 5. 1 Caracteristicas generales

El VSRH pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, genero Pneumovirus para el
cual se han identificado los subgrupos Ay B. Es un virion pleomorfico o esférico con un didmetro de 150 a
300 nm, un genoma compuesto por &cido ribonucleico (ARN) de polaridad negativa, lineal y no segmentado
de 16 a 20 kb, que se encuentra en el interior de una nucleocpside helicoidal (82).

1. 5. 2 Manifestaciones clinicas

El'VSRH es capaz de causar ITRS e ITRI. La infeccion primaria se produce entre las 6 semanas y los 2 afios
de vida y con frecuencia es sintomatica, aungue el espectro de las manifestaciones clinicas varia desde una
infeccion leve de las vias respiratorias altas a una bronquiolitis 0 neumonia grave. La reinfeccion en los nifios,
los adultos y los ancianos es frecuente debido a que la inmunidad de mucosa es incompleta y de corta
duracién (83). 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 (84) .

La bronquiolitis es la manifestacion mas conocida de la infeccién por el VRSH debido a su impacto en los
lactantes. En general, se caracteriza por un breve periodo prodrémico con sintomas respiratorios de las vias
altas, seguido de sibilancia, dificultad respiratoria, taquipnea y evidencia radioldgica de hiperinsuflacion
pulmonar. En la mayoria de los casos, los sintomas se resuelven en menos de una semana, aungue los nifios
més pequefios pueden requerir hospitalizacion de duracion variable (85). Los lactantes con enfermedad
cardiaca o respiratoria de base son susceptibles a padecer formas severas de la infeccién e ingreso en la UCI.
Los nifios y adultos inmunocomprometidos también son vulnerables a la infeccién por el VSRH 'y en este tipo
de pacientes la mortalidad es alta (86).

1. 5. 3 Diagndstico

El método més usado para detectar Ag del VSRH en muestras clinicas respiratorias es la IF, aunque los
ensayos inmunoenzimaticos también se utilizan con esta finalidad (87). El virus puede ser aislado en cultivo
celular empleando lineas celulares heteroploides como las células de linea de carcinoma laringeo (Hep-2) o las
Células epiteliales humanas de carcinoma cervical (HeLa), en las cuales produce un efecto citopatico (ECP)
generalmente después de 3 a 5 dias de la inoculacion, caracterizado por la formacion de sincitios. Los métodos
de TR-RCP se introdujeron en la préctica para el diagnéstico y la vigilancia de este agente. La variante de TR-

RCP maltiple y TR-RCP en tiempo real es actualmente la herramienta mas utilizada para el diagnostico del
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VSRH (88, 89). El diagndstico seroldgico es el menos usado pero resulta Util en la identificacion retrospectiva
de las infecciones por el VSRH (90).

I1. 5. 4 Epidemiologia

Las infecciones por el VRSH contintian siendo uno de los problemas de salud més importantes en la infancia
a nivel mundial por su elevada frecuencia (46). Los humanos son la Unica fuente de infeccion del virus, y el
mismo se disemina por contacto directo con secreciones respiratorias de los individuos infectados o
indirectamente, mediante el contacto con objetos o superficies contaminadas. La transmision intrahospitalaria
a partir del personal sanitario infectado, que con frecuencia es asintomatico, es frecuente (85).

Posee un patron estacional definido en las zonas templadas, donde las epidemias ocurren anualmente y tienen
lugar durante los meses de inviemo (pico méximo de noviembre a enero) e inicios de la primavera, pero
nunca en verano. Sin embargo, el aislamiento ocasional del VVSRH durante los meses de verano, hace pensar
que este virus esta presente en la comunidad durante todo el afio (91). En las zonas tropicales, se detecta un
incremento marcado de la circulacion del VVSRH durante los meses célidos y las epidemias ocurren en los

meses de lluvia (92).

I1. 6 Metapneumovirus humano

1. 6. 1 Caracteristicas generales

En el afio 2001, investigadores holandeses aislaron un virus previamente no identificado, a partir de muestras
respiratorias de 28 nifios con sintomas de infeccion respiratoria, 27 de ellos menores de 5 afios de edad. La
identidad de este agente nuevo era desconocida, pero el hallazgo de filamentos similares a particulas virales en
la microscopia electrénica, sugeria la presencia de un virus. Este agente era capaz de producir infecciones
respiratorias en animales de experimentacion y podia ser recuperado de los mismos. Sin embargo, las técnicas
de IF y RCP para los virus respiratorios conocidos, no conseguian identificarlo. Finalmente, mediante una
RCP empleando cebadores que se unen al azar a secuencias inespecificas del ADN detectaron una secuencia
genética Unica no similar a ninguno de los virus conocidos. Al nuevo agente se le identificd como miembro de
la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Metapneumovirus y se denomino
metapneumovirus humano (8).

La particula viral es muy similar a la del VVSRH, posee forma de esfera 6 pleomérfica y filamentosa con un
didmetro que oscila entre 150 nm a 600 nm. Es un virus envuelto con proyecciones o espiculas en su

superficie. El genoma esta compuesto por ARN de polaridad negativa, lineal, no segmentado y
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aproximadamente 2 kb més corto que el del VSRH pues carece de los genes que codifican para las proteinas
no estructurales NS1 y NS2 (82, 93).

El genoma codifica para 9 proteinas: glicoproteina de fusion (F), glicoproteina G de unién (G), proteina
pequefia hidrofobica (SH), proteina de la matriz (M), nucleoproteina (N), fospoproteina (P), polimerasa viral
(L) y las proteinas M2-1 y M2-2. La proteina F es el determinante antigénico principal, inductora de la
respuesta inmune neutralizante y protectora contra los dos grupos genéticos de este virus. Se conoce que el
MPVH posee un solo serotipo con dos genotipos A 'y B que a su vez se subdividen en varios subgenotipos
(AL, A2a, A2b y B1, B2) en funcion de las secuencias de los genes que codifican para las proteinas P, F y G.
Frente a estos genotipos existen proteccion y reactividad cruzada (93).

1. 6. 2 Manifestaciones clinicas

El MPVH es un agente causal de IRA adquirida en la comunidad en los lactantes, nifios y adultos (94). El
mismo es la causa de ITRS e ITRI con sintomatologia variada; en el rango de una infeccion subclinica a
neumonia severa. En los lactantes y nifios menores de 2 afios es considerado el segundo agente etiolégico de
bronquiolitis y neumonia después del VSRH (95, 96).

Las infecciones severas ocurren en pacientes inmunocomprometidos (97). Sin embargo, en nifios mayores de
2 afos Yy adultos saludables, la infeccion por el MPVH se presenta generalmente como una ITRS sin fiebre.
En los ancianos con enfermedades cronicas, se presentan cuadros respiratorios graves (98). Actualmente se
plantea que la infeccion por el MPVH puede tener un papel en la exacerbacion de la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) en los adultos y las crisis de asma en los nifios (99, 100). La coinfeccion por el
MPVH y el VSRH es frecuente y se asocia a la IRAG (101, 102) .

I1. 6. 3 Diagndstico

La multiplicacion in vitro del MPVH es compleja, depende de la presencia de tripsina y puede demorar entre

14 a 21 dias la observacion del ECP caracteristico (formacion de sincitios); a lo que se le atribuye la
identificacion tardia de este nuevo agente, a pesar de demostrarse que ha estado circulando desde hace mas de
40 afios (8). La deteccion rapida de Ag del MPVH en las muestras clinicas mediante IF también es utilizada
en los laboratorios de diagnostico (103).

Las pruebas serologicas (ensayos inmunoenzimaticos e IF) permiten un diagndstico retrospectivo y se
utilizaron para conocer la prevalencia de la infeccion por el MPVH en varios paises (104, 105).

Los métodos de amplificacion de acidos nucleicos como la TR-RCP convencional y la TR-RCP en tiempo

real constituyen los métodos diagndsticos més empleados para detectar la infeccion por el MPVH. Los genes
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de las proteinas M, P, F y L son los de eleccion para el disefio de los juegos de cebadores empleados en dichos
ensayos, debido al mayor porcentaje de identidad nucleotidica entre los 5 subgenotipos existentes (106-108).
I1. 6. 4 Epidemiologia

Posterior al descubrimiento del MPVH en el afio 2001, se demostrd que este agente es un patdgeno humano
distribuido mundialmente (109-111). El perfil epidemioldgico de las infecciones por el MPVH es similar al
de las infecciones por el VSRH. Las mismas se detectan en todas las edades, con la ocurrencia de las formas
mas severas en los nifios menores de dos afios, en pacientes inmunocomprometidos y en los ancianos. La
incidencia de estas infecciones oscila entre un 5% a un 10 % en nifios hospitalizados por IRA, y de un 12% a
un 20% en pacientes ambulatorios, por lo que este patdgeno tiene un papel importante en la etiologia de las
IRA (112, 113).

Las infecciones primarias por el MPVH suelen ocurrir en edades tempranas (2 primeros afios de vida), y
varios estudios de seroprevalencia muestran que el 100% de los nifios a la edad de 10 afios se infectaron con el
MPVH (104, 114, 115). El periodo de incubacion se estimd en de 4 a 6 dias basado en un evento de
transmision simple, aunque es necesario realizar més estudios para definir este intervalo de tiempo. Las vias de
transmision del MPVH son similares a las descritas para el VSRH (112).

Estas infecciones poseen una distribucion estacional en regiones templadas muy similar al VSRH (116).
Durante las estaciones de primavera y verano en Hong Kong ocurrieron brotes de infeccion por este agente
(117). Aunque muchos estudios limitan la vigilancia a la temporada respiratoria tipica, algunos reportes
sugieren que el MPVH pudiera estar circulando durante todo el afio con alzas en determinados periodos (112,
118).

11.7 Bocavirus humano

I1. 7. 1 Caracteristicas generales

El BoVH se identifico por primera vez en muestras clinicas respiratorias de pacientes con diagndstico de IRA
en el afio 2005, mediante un procedimiento basado en la amplificacion del ADN al azar, seguido del clonaje
molecular y la posterior secuenciacion nucleotidica. Las secuencias obtenidas permitieron identificar al virus
COmo un agente nuevo con una gran homologia con los dos Unicos miembros del género Bocavirus de la
familia Parvoviridae: el virus diminuto canino y el parvovirus bovino. A este agente se le nombré bocavirus
humano (12) .

El BoVH se caracteriz6 como un miembro de la familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género
Bocavirus. Es un virus pequefio, no envuelto, con una ndcleocpside icosaédrica y un diametro de 18 a 26
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nm. Su genoma tiene un tamafio de 5 299 nuclegtidos 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 (VP1 y
VP2) (12, 119).

1. 7. 2 Manifestaciones Clinicas

A partir del estudio inicial donde el BoVH se detectd como el agente més frecuente en muestras negativas a
otros virus respiratorios y procedentes de pacientes con ITRS e ITRI, otros investigadores publicaron sobre la
frecuencia elevada de coinfecciones entre el BoVH Y otros virus respiratorios y su deteccion en pacientes
asintométicos (120-122). 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 detectd como el Gnico agente infeccioso en
enfermedades del tracto respiratorio superior (rinitis, rinofaringitis) e inferior (bronquiolitis, neumonia) y en
pacientes con exacerbaciones de las crisis de asma, episodios de sibilancia, descompensaciones de la EPOC,
entre otros diagndsticos (123-125).

En laactualidad 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 (126, 127).

Por ultimo, se detectd el genoma de BoVH en las muestras de heces de pacientes con gastroenteritis. Sin
embargo, son necesarias investigaciones adicionales para esclarecer su papel en la etiologia de esta
enfermedad (128-130).

I1. 7. 3 Diagndstico

Hasta el momento no existe un sistema de cultivo celular in vitro para la multiplicacion del BoVH. El

diagnéstico de la infeccion por este virus esta basado fundamentalmente en la deteccién del genoma viral
presente en las muestras respiratorias, suero y heces, usando diferentes técnicas de RCP que emplean juegos
de cebadores especificos para la amplificacion de un segmento de los genes de las proteinas NP1, NS1 y
VPIN/P2 del virus (131, 132). Varios autores publicaron estudios sobre la deteccion de Ac especificos contra
las proteinas de la capside VP1 y VP2 del BoVH en muestras de suero empleando ensayos

inmunoenziméticos (133, 134).
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11. 7. 4 Epidemiologia

El primer estudio sobre el BoVH mostré una prevalencia de la infeccion de 3.1% en nifios suecos con IRA
(12). Posteriormente, el virus se detectd en pacientes con IRA en diferentes paises de Europa, Asia, Africa,
Américay Australia (135-137).

El BoVH produce IRA con una mayor frecuencia en nifios entre seis meses y 2 afios de edad (119, 124, 138).
Un estudio de seroprevalencia realizado en Japdn mostro la presencia de Ac especificos contra el BovVH enel
suero de personas con edades comprendidas entre nifios menores de 1 afio y 41 afios. La seroprevalencia fue
menor en el grupo de 6 a 8 meses de edad (139).

Hasta el momento se desconoce la via de transmision del BoVH. No obstante, es de esperar que como el
nimero de copias de este virus es elevado en las secreciones del tracto respiratorio, la transmision pudiera
ocurrir muy similar a la del resto de los virus respiratorios. Se conoce ademas, que el genoma del BoHV es
detectado en las heces de nifios con gastroenteritis aguda, por lo que la transmision de este virus pudiera
ocurrir también por la via fecal-oral (122, 130).

Los primeros estudios evidenciaron que el BoVH circula con un predominio en los meses de otofio y
comienzo del invierno, aungue en algunos paises puede extenderse hasta la primavera y en otros como Corea
Se detectd una alta incidencia al finalizar la primavera y en los meses de verano (135-137). A pesar de los
numerosos estudios publicados, la verdadera prevalencia y estacionalidad de la infeccion primaria por el
BoVH todavia no esta esclarecida (119, 122).

11. 8 Virusinfluenza

I1. 8. 1 Caracteristicas generales

Los virus influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Los miembros de esta familia son virus
envueltos y se dividen en 5 géneros de acuerdo a su estructura gendmica y diferencias antigénicas en el gen
de lanucleoproteina (NP) y el de la proteina de la matriz (M): género virus influenza A, género virus influenza
B, género virus influenza C, género del virus Thogoto y género del virus Isa. 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 esté 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. Este Gltimo género 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
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HA denominados H1 a la H16, y 9 de NA, llamados N1 a la N9. Los virus influenza By C poseen un solo
tipo de HA y NA (140).

Las particulas virales son envueltas, pleomorficas, con formas que van desde esféricas hasta filamentosas.
Tienen un diametro entre 80 nm y 120 nm y simetria helicoidal. Tres proteinas virales HA, NA y M2 se
encuentran insertadas en la bicapa lipidica, proyectandose las dos primeras a manera de espiculas a partir de la
superficie. Formando una capa por debajo de la envoltura se encuentra la proteina M1, la cual mantiene una
estrecha relacion tanto con la propia envoltura como con el complejo de la ribonucleoproteina, el cual esta
integrado por la NP, que a su vez empagueta el genoma viral y el complejo de la polimerasa constituido por
las proteinas polimerasa bésicas 1y 2 (PB, PB2) y la proteina polimerasa &cida (PA) (140, 141).

El genoma viral esta constituido por una molécula de ARN Unica, segmentada (8 segmentos para los virus
influenza A'y 7 segmentos para los virus influenza B y C) con polaridad negativa y una longitud aproximada
de 10 kb-13 kb. Codifica para al menos 11 proteinas; 8 de las cuales son estructurales y tres son no
estructurales: NS1, NS2 y NEP (siglés del inglés, nuclear export protein) (tabla 6) (140, 141).

Tabla 6. Segmentos del genoma de los virus influenza A.

Segmento del Longitud en pares de bases (pb) Proteina que codifica
genoma

1 2341 PB2

2 2341 PB1

3 2233 PA

4 1778 HA

5 1565 NP

6 1413 NA

7 1027 M1-M2

8 890 NS1 - NS2/ NEP

Fuente: Palese P y Shaw M, 2007

La HA es el determinante antigénico principal del virus e induce la produccion de Ac neutralizantes. Las
funciones principales de esta glicoproteina son el reconocimiento y la fijacion al receptor celular, ademas de la
fusion de membranas durante la penetracion. La respuesta inmune dirigida contra esta molécula, establece una
presion selectiva, que impulsa constantemente la aparicion de variantes nuevas, resultando en cepas virales
nuevas (142).
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Los virus influenza se replican mayormente en las células epiteliales superficiales del tracto respiratorio alto y
bajo, pero también pueden afectar a otras células del sistema respiratorio, como las células alveolares, las
Células de las glandulas mucosas y los macrofagos (141). La infectividad de los virus influenza es afectada por
dos parametros concemientes al receptor: la especie de &cido sidlico (N-acetilneuraminico [NeuAc] o N-
Glicolilneuraminico [NeuGc]) y el tipo de enlace que lo une a la galactosa, que puede ser a 2,6 0 .2,3. Los
virus influenza humanos reconocen preferentemente el acido sidlico NeuAc unido a la galactosa mediante el
enlace o 2,6, que predomina en las células epiteliales del tracto respiratorio alto, mientras que los virus
influenza aviares y equinos muestran mayor afinidad por el &cido silico con un enlace o 2,3, aunque sus
tejidos expresan ambas especies de acido sialico (NeuAc y NeuGc) (143).

Las celulas epiteliales de la traquea del cerdo contienen ambos tipos de acido sidlico y ambos enlaces lo que
explica la susceptibilidad de estos animales a uno u otro grupo de virus. Debido a esto, se plantea que actlian
como “recipientes mezcladores” propiciando el reordenamiento genético entre virus de diferentes especies 1o
que les confiere un papel determinante en el origen de los virus de influenza pandémica (144, 145).

1. 8. 2 Manifestaciones Clinicas

Los virus influenza son los agentes causales de la enfermedad infecciosa aguda de las vias respiratorias
conocida como Influenza, gripe o catarro comdn (146, 147). La presentacion clinica puede variar en las
distintas edades. En nifios pequefios es inespecifica, acompafiandose de fiebre 238°C con mayor frecuencia
que otras infecciones viricas y siendo éste a veces el tnico sintoma, sobre todo en los lactantes menores de 6
meses (148). 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
(149).

También puede presentarse como una ITRS afebril en los nifios menores de 2 afios de edad y en otras
ocasiones puede manifestarse como cuadros de laringotraqueobronquitis, bronquitis o bronquiolitis
(indistinguibles del cuadro clinico ocasionado por el VSRH u otros agentes) (150, 151). Todos estos sintomas
son inespecificos por lo que el diagnostico definitivo de la infeccion por los virus influenza se realiza en los
laboratorios de microbiologia (152).

La infeccion por los virus influenza en los adolescentes y adultos se presenta habitualmente con un inicio
brusco de fiebre (=38 °C), escalofrios, cefalea, mialgia, artralgia, odinofagia, tos seca y malestar general. La
fiebre puede durar de 1 a 3 dias aunque puede prolongarse hasta 5 dias (153) .
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La OMS en su Programa Global para la vigilancia de la Influenza ha propuesto una definicion clinica de la
enfermedad que se conoce como Enfermedad tipo Influenza (ETT) e incluye los siguientes criterios:

* Aparicion subita de fiebre = 38 °C

» Tos o dolor de garganta

* Ausencia de otras causas (46).

La ETI puede ser producida por varios agentes virales por lo que es necesario la identificacion especifica a
nivel de los laboratorios de microbiologia hospitalaria 0 los LNR reconocidos por la OMS como Centros
Nacionales de Influenza (CNI). Estos Ultimos son los principales contribuyentes al conocimiento de la
circulacion esporédica, epidémica o pandemica de los virus influenza y otros virus respiratorios (46).

Las complicaciones asociadas a la infeccion por los virus influenza pueden clasificarse en pulmonares y
extrapulmonares. Las complicaciones pulmonares son las més 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 méas comdn y severa de las tres. El diagnéstico dependerd, de los hallazgos del
laboratorio clinico y microbioldgico ademés de los examenes radiograficos (154, 155).

Otras complicaciones menos frecuentes son las extrapulmonares y dentro de ellas se encuentran: la encefalitis,
el sindrome de Reyé, el sindrome de Guillain-Barré, la mielitis transversa, la miocarditis, la miositis, entre otras
(156).

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 crénica subyacente (asma, EPOC, diabetes,
cardidpatia, etc.). Otros factores de riesgo son: la obesidad, el habito de fumar, la inmunosupresion vy el
embarazo (157-159).

I1. 8. 3 Diagndstico

Esta basado en la demostracion de la presencia del virus o sus Ag en las células infectadas; el aislamiento y su
tipificacion; asi como la deteccion de seroconversion mediante los ensayos de inmunoserodiagnastico (142).
La IF es el método de diagndstico rapido mas empleado por los LNR debido a su menor costo, y a la
disponibilidad de numerosos estuches comerciales (69, 160).

El aislamiento viral mediante cultivo celular es una técnica muy sensible, con la ventaja de que permite la
posterior caracterizacion antigénica, genética y el desarrollo de pruebas de susceptibilidad a los antivirales.
Para los virus influenza humanos se recomienda realizar este proceder en los laboratorios de microbiologia

con nivel 11 de seguridad bioldgica (161).
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Existen dos sistemas bioldgicos susceptibles para realizar el aislamiento de los virus influenza: los cultivos
celulares y los huevos embrionados (162). Aunque el aislamiento en cultivo celular (con la subsiguiente
identificacion del virus por técnicas inmunoldgicas o genéticas) constituye la prueba de oro para el diagndstico
virologico, los procedimientos para la obtencion del aislamiento de los virus influenza requieren un promedio
de 5 dias lo que limita su beneficio desde el punto de vista clinico y epidemioldgico. Similar inconveniente
presenta el aislamiento en huevos embrionados, sin embargo, tiene utilidad para la produccion anual de
vacunas. Este procedimiento para los virus influenza considerados con potencial pandémico, como el virus
influenza aviar A (H5N1) u otros, requiere de un laboratorio de nivel 111 de seguridad bioldgica (161).

Desde el afio 1977, dos subtipos del virus influenza A [A (H3N2) y A (HIN1)] cocirculan en las poblaciones
humanas alredededor 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 (163-165). A esto se le
adiciona la circulacion frecuente en humanos de dos linajes antigénicos y genéticamente diferentes de los virus
influenza B (166, 167). Esta cocirculacion de los multiples tipos y subtipos de los virus influenza ocasiona
algunas dificultades para el diagndstico y la identificacion mediante los ensayos de IF disponibles y el
aislamiento viral. Por esta razdn, los ensayos de diagndstico molecular para la deteccion de los virus influenza
A'y B en las muestras respiratorias o la identificacion de un aislamiento, constituyen las herramientas mas
sensibles para la vigilancia e investigacion de eventos inusuales atribuibles a los virus influenza (161, 168).

La mayoria de los ensayos de diagnéstico molecular que se emplean para los virus influenza se basan en la
amplificacion del &cido nucleico viral. Entre estos se encuentran los ensayos de TR-RCP, TR-RCP muiltiple,
TR-RCP en tiempo real, microarreglos de ADN y secuenciacion nucleotidica (169, 170). Los cebadores
empleados en los mismos que amplifican segmentos del genoma altamente conservados que codifican para
las proteinas NP y M, permiten la identificacion de los tipos especificos del virus (influenza A, B y C),
mientras que los dirigidos a las regiones altamente variables del genoma que codifican para las glicoproteinas
HAy NA, se emplean para establecer el subtipo del virus influenza A (161, 171).

I1. 8. 4 Epidemiologia

La epidemiologia de los virus influenza esta definida en gran medida por la variacion antigénica constante del
virus, lo cual le permite evadir la respuesta inmune del hospedero. Existen dos mecanismaos que explican
dicha variacion antigénica y que le permiten a este virus reinfectar humanos y causar enfermedad: el cambio
antigénico menor o deriva antigénica y el cambio antigénico mayor o salto antigénico. El primero de ellos
ocurre como consecuencia de mutaciones espontaneas y puntuales que continuamente van apareciendo en el
genoma de los virus influenza A y B, resultado de errores durante la actividad de la polimerasa viral y la
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ausencia de su actividad correctora. Estos cambios pequefios van acumuléndose gradualmente, sobre todo en
las proteinas HA'y NA, debido a la intensa presion que sobre dichas proteinas ejerce el sistema inmune, lo que
permite la seleccion de mutantes que escapan a la accion de los anticuerpos neutralizantes preexistentes,
capaces de afectar a los individuos parcialmente inmunes. Las variaciones que Se producen como
consecuencia de los cambios antigénicos menores son la causa principal de las epidemias anuales, lo que hace
necesario revisar y actualizar anualmente la composicion de la vacuna contra los virus influenza. Las variantes
resultantes de este mecanismo, tipicamente prevalecen por 2 a 5 afios antes de ser reemplazadas (142, 172).

El salto antigénico consiste en un cambio mayor dentro de los virus influenza A, produciendo una nueva HA
y ocasionalmente también una nueva NA gue da origen a un nuevo subtipo del virus influenza A. Ademés,
los cambios pueden ocurrir en un subtipo ya circulante, pero con una combinacion de HA y NA provenientes
de un reservorio animal, diferente de los subtipos que afectan a los humanos, por lo que la mayoria de las
personas no tiene inmunidad frente a €l y son susceptibles a enfermarse por el nuevo virus. La propagacion y
la gravedad de la infeccion son mayores y dan lugar a una pandemia, evento sanitario de mayor impacto
social y econdmico. Los cambios antigénicos mayores son el resultado del reordenamiento genético entre
virus humanos con virus aviares 0 porcinos. El mas frecuente ocurre entre virus aviares y humanos, y
ocasiono tres pandemias en el siglo XX (173, 174).

La primera pandemia reconocida es la llamada “Gripe espafiola” que ocurrio entre €l afio 1918 a 1919
producida por un virus influenza A (H1N1) de origen aviar. La misma es considerada la de mayor impacto
sanitario, social y econdmico en la historia de esta enfermedad y ocasioné entre 20 y 50 millones de muertes
(175). La segunda, emergio en febrero del afio 1957 en Guizhou, provincia de China y se le conoce como
“Influenza Asiatica”. El subtipo viral fue caracterizado como virus influenza A (H2N2) y se origind como
consecuencia del reordenamiento genético entre virus humanos y aviares del linaje Eurasitico (176). Dicho
virus circuld en todo el mundo hasta el afio 1968, cuando fue a su vez desplazado por el subtipo H3N2,
resultante también del reordenamiento entre virus humanos y aviares que ocasiond la tercera pandemia (177).
Desde este momento, se han mantenido circulando en la poblacion humana ocasionado las epidemias
anuales, los virus influenza estacionales: influenza A (HINZ1), A (H3N2) y el virus influenza B (178).

En marzo del afio 2009, un brote inusual de enfermedad respiratoria se notific en Mexico y Estados Unidos.
El agente causal se identificd como un virus influenza A (HINL1) de origen porcino. El origen del nuevo virus
resultd de cuatro eventos de recombinaciones de segmentos de genes de virus de influenza porcina, aviar y

humana; pero la mayor proporcion de los genes derivaron de virus de influenza porcina (179). El 25 de abril la
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Directora General de la OMS declard6 Emergencia de Salud Publica de preocupacion intemacional por la
identificacion de la circulacion en humanos de un virus influenza nuevo (180).

El periodo de incubacion para los virus influenza estacionales 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 afios de edad puede extenderse hasta 7 dias. Una sola persona infectada puede
transmitir el virus a través del contacto directo mediante pequefias gotitas aerosolizadas al estornudar, toser e
incluso durante el hablar y respirar, a un gran nimero de individuos susceptibles y extenderse rapidamente la
infeccion. También es posible la transmision a través del contacto indirecto mediante fomites contaminados
0N secreciones respiratorias de individuos enfermaos similar a otros virus respiratorios (178).

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 inviemo (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, se asocian los picos de incidencia mayor con la temporada de
lluvias. Estos picos estan relacionados con indices elevados de ausentismo escolar y laboral, altas tasas de
consultas médicas por IRA 'y de hospitalizacion en los nifios menores de 5 afios, solo superadas por las del

grupo de ancianos mayores de 85 afios (146, 181, 182).

11.9 Diagnéstico Molecular

Los métodos moleculares de diagndstico que permiten la deteccidn de acidos nucleicos, estan basados en la
busqueda y el reconocimiento del genoma viral en la muestra clinica o en el cultivo viral. La mayoria de los
que se emplean en el diagnstico de los virus respiratorios emergentes se basan en los ensayos de
amplificacion de un segmento de un gen que codifica para alguna de las proteinas virales: RCP y TR-RCP
simple, TR-RCP multiple, TR-RCP en tiempo real y secuenciacion nucleotidica (50, 183, 184).

11.9. 1 Reaccidn en Cadena de la Polimerasa

La RCP es el prototipo de los ensayos de amplificacion de &cidos nucleicos. La misma se basa en el empleo
de pequefios oligonuclegtidos denominados cebadores y una enzima ADN polimerasa termoestable capaz de
amplificar el segmento delimitado por los cebadores, que suele ser de 100 a 1000 pares de bases (pb) de
longitud. EI proceso transcurre en 25 a 40 ciclos, cada uno consistente en tres pasos que ocurren a diferentes
temperaturas: desnaturalizacion del ADN, alineamiento o fijacion de los cebadores al molde del ADN y
extension de la cadena del ADN. Este es realizado en un equipo automético llamado termociclador que
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controla los ciclos y su tiempo a las diferentes temperaturas. Como la ADN polimerasa solo utiliza ADN
como molde, la deteccion de los virus con genoma de ARN, requiere la inclusion de un paso previo de
transcripcion reversa, mediante la enzima transcriptasa reversa (TR), desarrollandose el ensayo de
amplificacion denominado TR-RCP. La deteccion final de los productos de amplificacion puede ser realizada
mediante diferentes formas aunque la més utilizada es la electroforesis en gel de agarosa (56).

Sobre estas plataformas se han desarrollado las RCP secuenciales (RCP anidada) que consiste en la aplicacion
de una segunda RCP sobre el producto de una primera reaccion de amplificacion. La misma permite
aumentar la especificidad y la sensibilidad del ensayo con respecto a otras técnicas como la RCP simple, el
cultivo celular, lainmunofluorescenciay los ensayos inmunoenzimaticos (185).

La RCP posee entre sus ventajas que permite obtener resultados en un tiempo menor con mayor sensibilidad,
no requiere de la presencia de virus viables y permite la deteccidn de varios agentes en una sola reaccion
empleando multiples juegos de cebadores a través de los sistemas de RCP y TR-RCP mdltiples. Esta variante
multiple posibilita los andlisis de un nimero mayor de muestras para varios agentes al unisono; ahorrando
muestra clinica y recursos, acortando el tiempo para el diagndstico y permitiendo detectar la presencia de
coinfecciones. Entre las desventajas se encuentra que es un proceder caro, laborioso, que requiere de un
personal altamente entrenado, puede producir contaminaciones cruzadas y no permite la deteccidn de cepas
virales muy divergentes (183, 186). Existen numerosos estudios sobre la aplicacion préctica de los ensayos de
RCP y RCP mdlltiple al diagndstico de las IRA (187, 188).

1. 9. 2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real:

Se ha denominado RCP en tiempo real a aguellos ensayos en los cuales los procesos de amplificacion y
deteccién viral se producen de manera simultanea en un mismo tubo cerrado sin necesidad de algin
procedimiento posterior. En estos, el producto de la reaccion es detectado mediante el incremento de una sefial
fluorescente generada durante la propia reaccion la cual es proporcional a la cantidad del producto formado y
se visualiza en una computadora. En la actualidad existen diferentes plataformas instrumentales capaces de
gjecutar eficientemente el proceso de amplificacion y deteccion del mismo simultaneamente. Estos
termocicladores, a diferencia de los empleados en los ensayos de RCP poseen un lector de fluorescencia y son
capaces de medir constantemente la sefial emitida en cada muestra de manera individual. Las tecnologias
empleadas por estos equipos son basicamente de dos tipos: agentes intercalantes, con afinidad por la doble
cadena de ADN como es el SYBR Green y las sondas de hibridacion especificas entre las que se encuentran
las sondas de hidrdlisis (también llamadas TagMan), las sondas FRET (siglas del inglés, fluorescence
resonance energy transfer) y las denominadas Molecular beacons (189, 190).
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La RCP en tiempo real posee entre sus ventajas la rapidez en la obtencion del resultado, lo que la hace més
eficiente y aumenta la capacidad diagnéstica del laboratorio. Otra ventaja es que al utilizar sistemas cerrados,
el riesgo de contaminacion disminuye. Ademés, permite realizar la cuantificacion del &cido nucleico presente
en la muestra y la determinacion de mutaciones puntuales de importancia clinica o terapéutica (191, 192). Por
otra parte, las sondas marcadas con moléculas fluorogénicas de diferente longitud de onda para diferentes
juegos de cebadores, posibilitan el desarrollo de los sistemas maltiples de deteccion (54, 107). En los Gltimos
afos existe un incremento de la utilizacion de los ensayos de RCP en tiempo real para la identificacion de los
virus respiratorios mas frecuentes y de los considerados virus emergentes (193, 194).

11.9. 3 Secuenciacion de acidos nucleicos

La secuenciacion de écidos nucleicos en microbiologia es un conjunto de métodos cuya finalidad es
determinar el orden de los nucledtidos en un gen determinado, incluso de todos los genes que componen el
genoma de un agente microbiano. En la actualidad, este proceso involucra el producto de una RCP empleada
para la obtencion de un segmento diana que se desea secuenciar como molde, el cual es llevado a una reaccion
de secuenciacion, que posteriormente puede ser analizada mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida
mediante procesos automatizados. Los resultados, son finalmente procesados por programas informaticos que
permiten la obtencion y caracterizacion de la secuencia investigada (184).

El andlisis de la secuencia nucleotidica de una cepa viral proporciona informacion gque no es posible obtener
por otras técnicas. Actualmente existen bases de datos disponibles en Intemet de libre acceso como el
GenBank para el depésito y comparacion de secuencias, lo cual potencia aun mas las posibilidades de esta
herramienta. Mediante la secuenciacion es posible identificar con seguridad el tipo viral, los subtipos, los
serotipos Y las especies de virus conocidos 0 emergentes (195-197). El andlisis filogenético de las secuencias
permite establecer patrones de evolucion y diseminacion, entre otras investigaciones epidemioldgicas (198,
199).

La determinacion de la secuencia nucleotidica y el estudio posterior de las posiciones de los aminoacidos en
varias proteinas virales ofrece informacién sobre las funciones bioldgicas como la unidn a los receptores
celulares, la actividad enzimética, el potencial antigénico y la susceptibilidad a las drogas antivirales (200,
201). Los cambios en la secuencia aminoacidica pueden determinar entre otras consecuencias, alteraciones en
la virulencia de las cepas y originar resistencia a las drogas antivirales disponibles (202). Estos al mismo
tiempo pueden determinar cambios en el manejo de los casos y las medidas de prevencion y control por los

sistemas de salud para aminorar su impacto sanitario (203).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11. 1 Disefio general de la investigacion

En la presente investigacion se realizaron tres estudios para identificar la circulacion en Cuba de virus
respiratorios emergentes:

1) Estudio descriptivo de serie de casos para identificar el agente etiologico viral de un brote de sindrome
febril agudo inespecifico (SFAI).

2) Estudio descriptivo de serie de casos para detectar la circulacion de dos nuevos virus respiratorios (MPVH
y BoVH) en nifios <5 afios de edad con IRA mediante un ensayo de TR-RCP mdiltiple desarrollado en el
LNR.

3) Estudio de corte transversal para desarrollar una estrategia de laboratorio para el diagndstico y el monitoreo

de la circulacion de un virus influenza con potencial pandémico

I11. 2. Identificacion del agente etioldgico viral de un brote de SFAL.

Para identificar la posible etiologia viral de un brote de SFAI, se realizo un estudio descriptivo de serie de
casos empleando métodos de diagndstico molecular

I11. 2. 1 Universo de estudio.

Estuvo constituido por todas las muestras clinicas recibidas en los LNR durante un brote de SFAI, ocurrido en
La Habana, en el periodo comprendido entre el 2 de julio y el 3 de agosto del afio 2005. Para la seleccion de
las muestras se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

e Todamuestra clinica colectada de acuerdo a la definicion de caso establecida, enviada a los LNR durante
las primeras 72 horas posteriores al inicio de los sintomas acomparfiada de un modelo de colecta de muestra
para estudio microbioldgico completado con los datos: nombre y apellidos, edad, sexo, direccion particular,

fecha del comienzo de los primeros sintomas, fecha de colecta de la muestra, tipo de muestra, nimero de
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historia clinica, impresion diagndstica de SFAI, resumen de datos clinicos y epidemioldgicos del caso, unidad
de salud de procedencia. (hospital y provincia) y datos generales del médico de atencion.

e \olumen de la muestra suficiente para las determinaciones a realizar, la cual debe estar correctamente
identificada y transportada al laboratorio a 4 °C en sistema de triple embalaje.

Se defininié como caso sospechoso de SFAL: Paciente con aparicion stbita (menos de 72 horas) de fiebre =38
°C acompafada de vomitos, diarrea, signos de bajo gasto cardiaco (taquicardia, pulsos perifericos débiles,
cianosis distal, llene capilar enlentecido y piel pélida). Ademés, los casos fallecidos a causa de un choque
cardiogénico con antecedentes de haber presentado la sintomatologia mencionada previamente.

I11. 2. 1 @) Marco muestral.

Se estudiaron 64 muestras clinicas procedentes de 44 pacientes. La distribucion del total de las muestras
estudiadas se muestra en la tabla siguiente.

Tabla 7. Distribucion de las muestras estudiadas segun el tipo.

Tipo de muestra NUmero de muestras
Tejido de pulmén 8
Tejido de corazon 8
Tejido de higado 6
Tejido de bazo 2
Tejido de cerebro 2
Tejido de rifion 1
ENF 21
Suero 2
Heces 8
LCR 6
Total 64

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

I11. 2. 1 b) Procesamiento de las muestras clinicas.

Las muestras de necropsia consistentes en un fragmento de tejido de aproximadamente 2 cm? embebido en 5
mL de solucién salina fisiologica estéril en un frasco estéril se procesaron realizando un corte de cada uno de
los tejidos de manera individual de aproximadamente 1 cm? por 2 mm de espesor. Posteriormente se

desintegraron en morteros estériles con arena lavada y Medio Esencial Minimo (MEM), (Gibco-BRL),
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penicilina 200U/mL, y estreptomicina 200 ug/mL, (BioWhittaker); anfotericin B 200U/mL, (Sigma) y
alblmina Bovina 0.25%, (Merck). El producto de este procedimiento se dispensd en tubos de 1,5 mL
(Eppendorff) y se sometié a centrifugacion (centrifuga Eppendorff) a 1 800 gravedades (g) durante 15
minutos a 4 °C. Seguidamente, se colectd toda la fase liquida en dos tubos de congelacion de 2 mL (Greinier)
y el sedimento se eliminG. Uno de los tubos se utilizo para realizar la extraccion de &cidos nucleicos de manera
inmediata y el otro se conservo en congelacion a-70°C para los andlisis adicionales.

Los ENF se colectaron en 3 mL de medio de transporte para virus confeccionado en los LNR, compuesto por
medio MEM (Gibco-BRL), penicilina 200U/mL, y estreptomicina 200 ug/mL, (BioWhittaker); anfotericin B
200U/mL, (Sigma) y alblmina Bovina 0.25%, (Merck). Las muestras se agitaron mecanicamente y luego se
dispensaron por duplicado en tubos de congelacion de 2 mL (Greinier). Una de ellas se procesd de manera
inmediata para realizar la extraccion de &cidos nucleicos y el resto se conservd en congelacion a -70°C.

Las muestras de suero y LCR se colectaron en un tubo de 1,5 mL (Eppendorff) conteniendo cada una
aproximadamente 500 uL. Una alicuota de cada muestra se procesd de manera inmediata para realizar la
extraccion de &cidos nucleicos y las restantes se conservaron en congelacion a-70°C.

Para el procesamiento de las heces se realiz6 una suspension al 10% (peso/volumen) en medio MEM (Gibco-

BRL) con sulfato de neomicina al 0,2% (Sigma). Se agitd vigorosamente mediante agitador mecanico
durante 1 minuto y se realizd centrifugacion (centrifuga Eppendorff) a 10 000 g durante 10 minutos. Se tomo
900 pL del sobrenadante y se mezcl6 con 100 uL de cloroformo (Sigma). Esta mezcla se agité durante 5
minutos y se centrifugd como en el paso anterior. Al finalizar este procedimiento, el sobrenadante se colectd y
se dispensd en tubos de congelacion de 2 mL (Greinier) por duplicado. Una alicuota se proces6 de manera
inmediata para realizar la extraccion de &cidos nucleicos y el resto se conservd en congelacion a-70 °C.

I11. 2. 1¢) Extraccion de &cidos nucleicos.

El &cido nucleico total (ADN/ARN) fue extraido de una alicuota de 200 uL de cada una de las muestras
clinicas, utilizando el método de tiocionato de guanidinio, descrito previamente por Casas y colaboradores
(204). Cada alicuota se adiciono en un tubo de 1,5 mL (Eppendorff) que contenia 600 L de tampon de lisis
[tiocianato de guanidinio 5M (Merck), citrato de sodio 1M (Sigma), ditiotreitol 1M (Sigma), sarkosyl 3%
(Merck), glicogeno 20 mg/mL (Sigma)] y 100 copias de un producto clonado y amplificado empleado como
control intemo (CI) descrito por Coiras y colaboradores (205) y donado a los LNR del IPK por el laboratorio
de gripe y virus respiratorios del Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII) de Madrid, Espafia. Se realiz agitacion
vigorosa durante 10 segundos empleando un vortex. Posteriormente, se dejo reposar por 10 minutos a
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temperatura ambiente y seguidamente se adicion6 600 uL de isopropanol preenfriado a—20 °C para proceder
a realizar una agitacion vigorosa durante 10 segundos. Inmediatamente, se realizd una centrifugacion
(centrifuga Eppendorff) a 16 000 g durante 20 minutos a 4 °C, se descart6 toda la fase liquida y se le adiciond
al sedimento 1 mL de etanol al 70 % frio para luego ser agitado ligeramente. Se procedio a realizar una
centrifugacion en iguales condiciones descritas previamente y se desechd toda la fase liquida. Se dejo secar el
sedimento en el interior del gabinete de seguridad destinado para el proceder de extraccion de &cidos
nucleicos. Finalmente, el sedimento seco se resuspendio en 30 uL de agua destilada estéril libre de nucleasas
(Sigma).

I11.2.1d) Deteccion del genoma viral.

Para la deteccion del genoma viral, todas las muestras clinicas se procesaron en los LNR mediante dos
protocolos de TR-RCP anidadas multiples para la amplificacion de un segmento del &cido nucleico de los
virus influenza A, influenza B, influenza C, VSRH y AdVH 'y VPI tipol-4, CoVH OC43, CoVH 229, la
deteccion genéricade RV 'y EV (205, 206).

I1l. 2. 1 €) Ensayo de TR-RCP anidada muiltiple para la deteccion de influenza A, influenza B,
influenza C, VSRH A, VSRH By AdVH.

La TR-RCP anidada multiple, previamente descrita por Coiras y colaboradores (205), se realizo en un solo
paso empleando el estuche comercial OneStep RT-PCR, (Qiagen), modificacion del protocolo original

realizada por la autora que empleaba el estuche Access RT-PCR (Promega).

La mezcla de la reaccion se realiz6 en un volumen final de 45 pL. La misma estuvo compuesta por 10 L de
tampdn 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 OneStep RT-PCR (Qiagen), y 20 pmol/uL de cada cebador (Anexo 2). A cada uno de los tubos

que contenia la mezcla de la reaccion se le adicionaron 5 pL del &cido nucleico (ADN/ARN) extraido

previamente. La reaccidn TR-RCP se desarrollo a 48 °C durante 45 minutos, seguida por un paso de
inactivacion de la enzima TR a 95 °C durante 15 minutos, y 45 ciclos de amplificacion consistentes en: 94 °C
durante 30 segundos, 50 °C por 2 minutos y 72 °C por 1 minuto, seguida por una extension final de 72 °C por
5 minutos usando un equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).

La RCP anidada se realizé siguiendo el protocolo descrito por Coiras y colaboradores (205). La mezcla de la
reaccion consistio en 10 pL de tampdn 5X [ 2 mM de MgCl, (Perkin-Elmer), 60 mM Tris-HCI (pH 8.5), 15
MM (NH,),SO,], 0,2 UM de cada dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, y dTTP) (Promega), 20 pmol/uL de cada
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cebador especifico (Anexo 2), 1.25 U de AmpliTag DNA Polymerase (Perkin-Elmer) y agua destilada estéril
libre de nucleasas (Sigma) para un volumen final de 48 L. A cada tubo de reaccion conteniendo dicha

mezcla se le adiciono 2 L del producto de la primera reaccion de TR-RCP. La mezcla de la RCP anidada se
coloco en el mismo equipo termociclador desarrollandose la reaccion con las siguientes condiciones de
amplificacion: desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 4 minutos seguido de 35 ciclos de amplificacion
consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 55 °C por 1 minuto y 72°C durante 30 segundos, seguida por
una extension final a 72°C por 5 minutos.

I1l. 2. 1 f) Ensayo de TR-RCP anidada muiltiple para la deteccion de VPI tipo 1-4, CoVH OC43,
CoVH229E, RVYEV.

La composicion de la mezcla de la reaccion de TR-RCP, previamente descrita por Coiras y colaboradores
(206), fue similar a la descrita en el acapite 111. 2. 1 €) con la excepcion del empleo de los cebadores especificos
para los agentes de interés que aparecen en el Anexo 3. La reaccion de amplificacion se desarrollo a 48 °C
durante 45 minutos, seguida por un paso de inactivacion de la enzima TR a 94 °C durante 3 minutos y 45
ciclos de amplificacion consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 55 °C por 1,5 minutos y 72 °C por 1
minuto, y una extension final de 72°C por 5 minutos usando el equipo termociclador Mastercycler personnel
(Eppendorf).

La RCP anidada se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Coiras y colaboradores (206). La mezcla de la

reaccion se prepard con igual composicion de la reaccidn anidada descrita en el acapite ll1. 2. 1 €) exceptuando
los cebadores empleados que se muestran en el Anexo 3. La reaccion anidada se realizé en las mismas
condiciones de amplificacion que el ensayo anidado del acapite 11. 2. 1 e).

111. 2. 1 g) Controles.

Para el desarrollo de ambos protocolos descritos anteriormente se utilizaron controles positivos y un control
negativo.

-Controles positivos: Los controles positivos consistieron en 10 copias de productos de genes clonados en el
vector pPGEM-T (Promega) obtenidas a partir de cepas prototipos de los virus influenza A, By C, VSRH Ay
By AdVH serotipo 1, para el primer ensayo (acépite 1. 2. 1 €); VPI 1, 2, 3y 4a, CoVH 229E, echovirus 30
y RV serotipo 30 para el segundo ensayo (acapite I1l. 2. 1 f) gentilmente donados al LNR del IPK por el
laboratorio de gripe y virus respiratorios del ISCIII.

-Control negativo: El control negativo consistié en agua destilada estéril libre de nucleasas (Sigma) que se
procesd siguiendo el mismo procedimiento utilizado para la deteccion de genoma viral en las muestras

clinicas.
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I11. 2.1 h) Deteccion 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 uL 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, &cido bérico 0.089 M, EDTA 0.002 M) mediante tincion
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 realizo 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 8.

Tabla 8. Longitud de los productos de amplificacion para cada uno de los virus investigados vy el

control interno en las reacciones anidadas.

Virus Longitud (pb)
Influenza A 301
Influenza B 226
Influenza C 111
VSRH A 363
VSRH B 611
AdVH 181
VPI1 439
VPI2 297
VPI3 390
VPl 4aydb 174
CoVH 229E 630
CoVH OC43 587
EV 226
RV 110
Cl 887

Fuente: Coiras y cols., 2003, Coiras y cols., 2004
Los procedimientos para preparacion de las mezclas de reaccion, extraccion de cidos nucleicos, reacciones
de amplificacion y chequeo de los productos de amplificacion se realizaron tomando en cuenta todas las
recomendaciones establecidas para evitar las contaminaciones (207).
Criterios para la interpretacion del resultado:
e Muestra negativa: Solo se visualizd el producto de amplificacion correspondiente con la longitud del Cl
(tabla 8).
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¢ Muestra positiva: Se visualizaron productos de amplificacion correspondiente con la longitud del Cl'y uno o
mas de los virus estudiados (tabla 8).

e Muestra inhibida: No se visualizd producto de amplificacion correspondiente al Cl.

I11. 2. 2 Secuenciacion de &cidos nucleicos.

Las muestras clinicas que resultaron positivas a los AdVH después del procesamiento de dos alicuotas
diferentes y en dos momentos diferentes; se procesaron mediante secuenciacion nucleotidica con el objetivo
de confirmar la identidad del producto amplificado e identificar los serotipos y especies de los AdVH
detectados.

I11. 2.2 &) Ensayo de RCP semi-anidada para secuenciacion nucleotidica de los AdVH.

Previo a realizar la reaccion de secuenciacion nucleotidica, se procesaron 2 ulL del producto de la primera
reaccion de TR-RCP (acapite Ill. 2. 1 e) de las muestras positivas a los AdVH, mediante dos reacciones de
RCP semi-anidadas publicadas previamente (74). La mezcla de las reacciones se prepard siguiendo el
procedimiento para la reaccién anidada descrita en el acapite 11l. 2. 1 €). En este caso se emplearon los
cebadores: ADV2-positivoy ADV1-negativo, para una de las reacciones semi-anidadas y ADV1-positivo, y
ADV2-negativo para la otra, ambos con una concentracion de 20pmol/uL (Anexo 2) publicados previamente

(208). La mezcla de las RCP semi-anidadas se colocd en el equipo termociclador Mastercycler personnel
(Eppendorf) y la reaccion se desarrollé con las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizacion del
ADN a 95 °C durante 4 minutos seguido de 35 ciclos de amplificacion consistentes en: 94 °C durante 1
minuto, 50 °C por 1 minuto y 68 °C durante 1 minuto, seguida por una extension final a 68 °C por 5 minutos.
La deteccion de los productos amplificados se llevo a cabo realizando el procedimiento descrito en el acapite
1. 2. 1 h). La longitud de los segmentos amplificados fue de 369 pb en la reaccién semi-anidada 1 y 272 pb
en la reaccion semi-anidada 2.

I11. 2. 2 b) Purificacion de los productos de amplificacion.

El ADN amplificado en ambas reacciones de RCP semi-anidada se purificd manualmente empleando el

estuche comercial QIAquick PCR purification kit, (Qiagen) siguiendo las instrucciones del productor. Para

evaluar la calidad y estimar la concentracion de los productos purificados, se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 2% siguiendo la metodologia descrita en la seccién Ill. 2. 1h).

I11. 2. 2 ¢) Reaccion de secuenciacion nucleotidica.

Los productos purificados fueron secuenciados en ambos sentidos empleando los juegos de cebadores
descritos en el acapite 1. 2. 2 a) a una concentracion de 0,5 pmol/uL y cuyas caracteristicas aparecen en el
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Anexo 2. La secuenciacion nucleotidica se realizd con la colaboracion del laboratorio de gripe y virus
respiratorios del ISCIII y el departamento de medicina preventiva, salud pdblica y microbiologia de la facultad
de medicina de la Universidad Autonoma de Madrid, Espafia. La secuenciacion se realizo en un secuenciador
automatico ABI Prism 3700 (Applied Biosystems) empleando el estuche Big Dye Terminator Cycle
Sequencing, version 3.1 (Applied Biosystems) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

I11. 2. 2d) Andlisis de las secuencias nucleotidicas.

Las secuencias obtenidas se analizaron empleando el programa CHROMAS version 1.3. El ensamblaje de
las secuencias de las cadenas positivas y negativas, asi como la edicion de las mismas se realizd manualmente
usando el programa Bioedit version 7.0.1. El alineamiento y comparacion con las secuencias de las cepas
prototipos de los AdVH publicadas en la base de datos GenBank , se llevé a cabo mediante el programa

CLUSTAL X version 1.83. El analisis filogenético se realizd usando programas del paquete MEGA version
4. La construccion de arboles filogenéticos se realizd mediante el método de Neighbor-joining. La distancia
evolutiva fue estimada mediante el método de dos pardmetros de Kimura (209). La significacion estadistica
de la topologia del arbol filogenético se evalud calculando el re-muestreo (del inglés, bootstrap) con 1000
replicas usando el programa MEGA, version 4. Para la asignacion del serotipo especifico se tomaron en
cuenta la distancia més corta entre la secuencia analizada y la secuencia de la cepa prototipo asi como los
valores més altos de similitud obtenidos posterior a la comparacion entre dichas secuencias.

Para el andlisis comparativo de las secuencias se emplearon secuencias de las cepas prototipos de los
diferentes serotipos y especies de AdVH disponibles en la base de datos de secuencia del GenBank con los
siguientes nimeros de acceso: X67709, J01917, X76549, X84646, J01966, X67710, X76551, X74663,
X74657, AY288105, AB018424, X73487, AY288106, AB018425, AY288107, X74662, AY288108,
AY288109, X98359, AY288110, AY288111, AY288112, AVY288113, AY288114, AY288115,
AY288116, AY288117, AY288118, AY288119, AY288120, X74661, AY288121, AY288122,
AB018426, AB018427, AY288123, X98360, AY288124, AY288125, 119443, X51783, AY288126,
AY288127, AY288128, AY 288129, AY288130, AY288131, V20821, AY288132, AJ250788.

I11. 3 Identificar la circulacion del metapneumovirus humano y el bocavirus humano en niios < 5
afos de edad con infeccion respiratoria aguda mediante un ensayo de TR-RCP anidado muiltiple
optimizado.

Para realizar este estudio se desarrollé un ensayo de TR-RCP anidado multiple para la identificacion
especifica del MPVH y el BoVH. En este ensayo se incluy6 ademés al VSRH Ay B, el cual es considerado
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el principal agente etioldgico de las IRA en los dos primeros afios de vida, especificamente de bronquiolitis y
neumonia en los lactantes (210, 211). Por otro lado, segin investigaciones previas sobre el MPVH vy el
BoVH, estos nuevos virus poseen un tropismo, caracteristicas clinicas y epidemioldgicas similares al VSRH
(126). Para cumplimentar el estudio de la circulacion de dichos agentes en nifios < 5 afios de edad con
diagndstico clinico de IRA en el periodo 2009- 2010 se realiz6 un estudio descriptivo de serie de casos

I11. 3. 1 Desarrollo del ensayo de TR-RCP anidado multiple para el diagnéstico de VSRH Ay B,
MPVHYy BoVH.

I1l. 3. 1 @) Optimizacion del ensayo de TR-RCP anidado muiltiple para el diagndstico de VSRH A,
VSRH B, BovHy MPVH

Para la optimizacion del ensayo se seleccionaron los cebadores especificos para VSRH A, VSRH By BoVH
publicados previamente y descritos en el Anexo 4 (205, 212). Para la deteccidn especifica de un segmento
del gen que codifica para la proteina M del MPVH se emplearon tres cebadores disefiados por Lopez-Huerta
y colaboradores (213) descritos en el Anexo 4.

La mezcla de la reaccion para la TR-RCP se realizd empleando el estuche comercial OneStep RT-RCP,

(Qiagen) y siguiendo las instrucciones del productor. La composicion de la misma fue similar a la del
protocolo de TR-RCP descrito en el acapite 111. 2. 1 €) a excepcidn de los cebadores que aparecen descritos en
el Anexo 4. Para la optimizacion se realizaron curvas de temperatura (50°C, 53°C y 55°C) y tiempo de
hibridacion (1, 2 y 3 minutos), concentracion de los cebadores (0.5, 10 y 20 pmol/ L), temperatura (68°C y
72°C) y tiempo de extension (30 segundos, 1y 2 minutos). A las mezclas de la reaccion se le adicionaron SuL
del &cido nucleico (ADN/ARN) previamente extraido utilizando el método de tiocionato de guanidinio,
publicado previamente por Casas Yy colaboradores (204) y descrito en el acapite 111. 2. 1 ¢). Las reacciones de

amplificacion se realizaron en el equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf)..

Los cebadores que se emplearon en la reaccidn anidada aparecen descritos en el Anexo 4. En este estudio se
disefid un cuarto cebador mediante alineamientos multiples de este cebador con secuencias del MPVH
disponibles en la base de datos del GenBank empleando el programa Macaw version 2.0.5 (NCBI, Bethesda,
MD). Las secuencias empleadas estan publicadas con los nimeros de acceso: AY145294, AY297748,
AY297749, JPS03-240, AY530095, AY145205, AY145287, AYS525843, AF371337, AY145289,
AY304361, AY145291, NC 004148 AY295946. Para demostrar que este cebador cumplia con los criterios

Optimos definidos para evaluar un cebador, se analizo el contenido de Guanina y Citosina, su longitud y la
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temperatura de hibridacion empleando el programa Primer Select, version 3.04 del paquete de programas
DNAstar.

La mezcla de la reaccion se realizé en un volumen final de reaccion de 48 L, con composicion similar al
protocolo de la reaccién anidada descrita en la seccion . 2. 1 e). Para optimizar el ensayo anidado, se
realizaron curvas de concentracion de los cebadores (5, 10, 20 y 30 pmol/uL), tiempo (1 y 2 minutos),
temperatura (51°C, 53°C y 55°C) de hibridacion y tiempo (30 segundos, 1, 2 y 3 minutos) de extension. Para
realizar la reaccion de amplificacion se adicionaron 2L del producto de amplificacion de la TR-RCP. Las
reacciones se llevaron a cabo en el equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).

111. 3. 1 b) Controles

Se utilizaron controles positivos y un control negativo.

-Controles positivos: Consistieron en 10 copias de productos de genes clonados en el vector pGEM-T
(Promega) de cepas prototipos de VSRH A, VSRH B y MPVH, y un plésmido de ADN que contiene el
producto de la primera reaccion de amplificacion del BoVH, purificados y titulados mediante espectrometria
de masa por el laboratorio de gripe y virus respiratorios del ISCIII y donados a los LNR de virus influenza y
otros virus respiratorios del IPK.

-Control negativo: Consistié en agua destilada estéril libre de nucleasas (Sigma) que se procesé siguiendo el
mismo procedimiento utilizado para las muestras clinicas.

I11. 3. 1 ¢) Deteccion de los productos de amplificacion.

La deteccion de los productos de amplificacion se realizd mediante el procedimiento descrito en el acpite 11
2.1h). Lalongitud de los productos de amplificacion se muestra en la tabla siguiente:

Tabla 9. Longitud de los productos de amplificacion para cada uno de los virus investigados v el

control interno en la reaccion anidada.

Virus Tamario del fragmento (pb)
VSRH A 363
VSRHB 611
MPVH 486
BoVvH 243
Cl 887

Fuente: Coiras y cols., 2003, Pozo y cols., 2007
Para todos los procedimientos se tomaron en cuenta las recomendaciones establecidas para evitar las

contaminaciones (207).
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Criterios para la interpretacion del resultado.

e La interpretacion de los resultados se realiz6 teniendo en cuenta los criterios descritos en el acapite 111. 2. 1 h).
e Las muestras clinicas fueron definidas como positivas para VSRH A, VSRH B, BovVH y MPVH, cuando
se detectaron productos de amplificacion de la longitud correspondiente para los segmentos de estos agentes
(tabla 9) mediante los ensayos de TR-RCP anidado muiltiple (205), RCP anidado (212) y TR-RCP
semianidado (213) originales y el protocolo recién optimizado, al realizarse en momentos diferentes y a partir
de dos alicuotas diferentes de la misma muestra clinica.

111.3.1d) Evaluacion de la validez diagndstica del ensayo de TR-RCP anidado multiple optimizado.
La validez del ensayo se evalud a partir de la determinacion de la sensibilidad y especificidad diagnéstica. El
andlisis de la sensibilidad del ensayo optimizado se realizd comparando los valores de sensibilidad obtenidos
para el nuevo ensayo con los valores obtenidos mediante los ensayos individuales para cada patogeno (TR-
RCP anidados para VSRH A y B, TR-RCP semi-anidado para MPVH y RCP anidado para BoVH)
publicados previamente (205, 212, 213), empleando en estos, las condiciones descritas en los protocolos
originales. En cada ensayo se utiliz un control positivo para cada virus y el control negativo descritos en el
acapite 1. 3. 1 b). Con este propasito, se seleccionaron 183 muestras clinicas de ENF clinicas recibidas en los
LNR del IPK como parte de la vigilancia de las IRA de posible etiologia viral, durante el periodo
comprendido entre septiembre del afio 2005 y octubre del afio 2007 que fueron procesadas siguiendo el
procedimiento descrito en el acapite 11. 2. 1 b) para este tipo de muestras clinicas. A partir de las mismas, el
acido nucleico (ADN/ARN) total fue extraido utilizando el método de tiocionato de guanidinio, publicado
previamente por Casas Y colaboradores (204) y descrito en el acpite I11. 2. 1 c).

Para la seleccion de las muestras se tuvieron en cuenta los criterios siguientes.

Criterios de inclusion:

e Toda muestra clinica colectada durante las primeras 72 horas del inicio de los sintomas de un paciente <5
afios de edad con diagndstico clinico de bronquiolitis 0 neumonia, acompafiada de un modelo de colecta de
muestra para el estudio microbioldgico completado con los datos: nombre y apellidos, edad, sexo, direccion
particular, fecha del comienzo de los primeros sintomas, fecha de colecta de la muestra, tipo de muestra,
numero de historia clinica, unidad de salud de procedencia. (hospital y provincia) y datos generales del médico
de atencion.

¢ \/olumen de muestra suficiente para las determinaciones a realizar conservada adecuadamente a-70°C.
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La sensibilidad se evalu ademés mediante el andlisis de diluciones seriadas en base 10 (10 *a 10 ¥)
comenzando por 1.5 x 10° copias gendmicas de los plasmidos controles positivos para cada patdgeno,
previamente cuantificados descritos en el acapite 111. 3. 1. b).
La especificidad del protocolo optimizado se evalud tambien mediante el procesamiento de un panel de
muestras positivas a otros patdgenos virales respiratorios que incluyeron: influenza A y B, VVPI 1-3, CoVH
229E y CoVH OC43, RV y AdVH.
La reproducibilidad se determiné mediante la realizacion de dos ensayos de TR-RCP anidado multiple para
VSRH, BoVH y MPVH, empleando dos muestras positivas para cada uno de los agentes y analizadas por
triplicado en cada ensayo.
Se determinaron los valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) del ensayo optimizado
empleando las formulas:
VPP= Verdaderos Positivos (VP) VPN= Verdaderos Negativos (VN)

VP -+ Falsos Positivos (FP) Falsos Negativos (FN) + VN

1. 3. 2 Estudio de la circulacion de BovH y MPVH mediante el ensayo de TR-RCP muiltiple
anidado optimizado para el diagnéstico de VSRH A, VSRH B, MPVH y BoVH.

Para la deteccion de la circulacion en Cuba de los virus emergentes BoVH y MPVH, se realiz6 un estudio
descriptivo de serie de casos mediante la aplicacion del ensayo de  TR-RCP mdiltiple anidado optimizado
previamente como se describi6 en el acpite llI. 3. 1.

I11.3.2 &) Universo de estudio.

El universo estuvo constituido por todas las muestras clinicas recibidas en los LNR, durante el periodo
comprendido entre el 1 de diciembre del afio 2009 y el 30 de diciembre del afio 2010. Se realizb una
seleccion aleatoria de las muestras en la base de datos para la entrada de muestras y los resultados del
laboratorio teniendo en cuenta los siguientes criterios:

Criterios de inclusion

o Paciente <5 afios de edad con diagnostico clinico de IRA de posible etiologia viral de acuerdo con la
clasificacion de la OMS descrita en el acapite 11. 3. 2 (46).

o Muestra clinica (ENF, AB) colectada y enviada a los LNR durante las primeras 72 horas del inicio de
los sintomas y acompafiada de un modelo de colecta de muestra para estudio microbiolégico completado
(Anexo5).
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e VVolumen de muestra suficiente para las determinaciones a realizar.

I11. 3.2.b) Marco muestral.

Se estudiaron 1001 muestras clinicas procedentes de 1001 pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion.

I11. 3.2¢) Procesamiento de las muestras clinicas.

Las muestras clinicas consistieron en ENF (981) y AB (20) colectados en medio de transporte universal para
virus (UTM, siglas del inglés Universal Transport Medium) transportadas en sistema de triple embalaje a 4

°C, correctamente identificadas. Las muestras se dispensaron en dos alicuotas en tubos de congelacion de 2
mL (Greinier). Una de las alicuotas se proceso de manera inmediata y la otra se conservé a—70°C.

I11. 3.2d) Extraccion de acidos nucleicos.

El cido nucleico total ARN/ADN se obtuvo mediante extraccion automética a partir de una alicuota de 140
ML de la muestra clinica empleando el extractor automatico QIAcube (Qiagen). 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: QlAamp Viral RNA minikit (Qiagen)

y QlAamp Viral DNA mini kit (Qiagen). La preparacion de los reactivos se realizé teniendo en cuenta las

instrucciones del fabricante. El tampdn de lisis del estuche incluyd 100 copias correspondientes al Cl, descrito
por Coiras y colaboradores (205).

I11. 3. 2 €) Deteccidn del genoma viral de VSRH A, VSRH B, BoVH y MPVH mediante el ensayo de
TR-RCP anidado multiple optimizado.

La totalidad de las muestras clinicas se procesaron mediante el protocolo de TR-RCP anidado multiple para
la deteccion de VSRH A, VSRH B, BoVH y MPVH optimizado en el acapite I11. 3. 1 a).

La TR-RCP, se realizd en un solo paso empleando el estuche comercial OneStep RT-PCR (Qiagen) y

siguiendo las instrucciones del productor. La composicion de la mezcla de la reaccion fue similar a la de la
reaccion de TR-RCP descrita en el acapite 111. 2. 1 €) a excepcion de los cebadores. Los cebadores especificos
(Anexo 4), se emplearon a la concentracion dptima de acuerdo a los resultados obtenidos en la curva de
concentracion de los mismos descrita en el acapite 111. 3. 1. ). A cada tubo de la reaccion se le adicionaron 5
ML del &cido nucleico (ADN/ARN) extraido previamente. Para llevar a cabo la TR-RCP se emplearon las
condiciones Gptimas obtenidas al evaluar los resultados de las curvas de tiempo y temperatura de hibridaciony
extension, descritas en el acapite 111. 3. 1. a).

La composicién de la mezcla de la reaccidn de RCP anidada fue similar a la descrita en el acpite I1l. 2. 1 €) a

diferencia de los cebadores. Los cebadores especificos (Anexo 4), se emplearon a la concentracion Gptima de
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acuerdo a los resultados obtenidos en la curva de concentracion de los mismos descrita en el acapite 11. 3. 1.
a). A cada tubo de la mezcla de reaccion se adicion 2 pL del producto de la primera reaccion de TR-RCP.
La reaccion anidada se desarrollé en las condiciones de amplificacion definitivas resultantes de la evaluacion
de los parametros de optimizacion descritos en el acapite 111. 3. 1. a).

Las reacciones de amplificacion se llevaron cabo en el termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).

I1. 3. 2.f) Controles

Para el desarrollo de ambos protocolos descritos anteriormente se utilizaron controles positivos y un control

negativo descritos en el acapite 111. 3. 1 b).

111. 3. 2 g) Deteccion de los productos de amplificacion.

La deteccion de los productos amplificados se realizd mediante el procedimiento descrito en el acépite I11. 2. 1
h).
Todos los procedimientos se realizaron tomando en cuenta las recomendaciones establecidas para evitar las
contaminaciones (207).
Criterios para la interpretacion del resultado.
. La interpretacion de los resultados se realizé teniendo en cuenta los pardmetros descritos en el acapite
l11.3.1 c). Eltamafio de los fragmentos a amplificar para cada uno de los agentes aparece en la tabla 9.

I11. 4 Desarrollar una estrategia de laboratorio para el diagndstico y estudio de la circulacién de un

virus influenza con potencial pandémico.

I11. 4. 1 Elaboracién de un algoritmo para el diagndstico de virus influenza con potencial pandémico.
Para el diagndstico de un virus influenza pandémico se disefio y establecio un algoritmo diagnéstico mediante
la seleccidn de varios ensayos de diagndstico molecular.

111. 4. 1) Extraccion de &cidos nucleicos.

El &cido nucleico total (ADN/ARN) fue extraido de una alicuota de 200 uL de cada una de las muestras
clinicas (ENF, AB y muestras de tejido de pulmon obtenidos mediante necropsia) utilizando el método de
tiocionato de guanidinio descrito en el acapite 111. 2. 1.¢) (204).

Un segundo procedimiento de extraccion de acidos nucleicos (ADN/ARN) se empled como parte del
algoritmo diagndstico. El mismo consistio en extraccion automatizada empleando el extractor automatico
QIAcube (Qiagen) descrito en el acapite 111. 3. 2. d). Por Gltimo, la extraccion de ARN a partir de muestras de

46



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

pulmén homogenizadas mediante el equipo automatico TissueLyser se realizd empleando el estuche
comercial para muestras de tejidos RNeasy minikit, (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

I11. 4. 1 b) Deteccion del genoma viral de virus influenza A (HIN1) pdmQ9.

Para la deteccidn del genoma viral del virus pandémico, se disefié un algoritmo mediante el andlisis de la
especificidad de los protocolos de diagnéstico molecular disponibles en los LNR (205, 214, 215),
considerando las recomendaciones de la OMS (216).

La secuencia del virus prototipo influenza A/Califomia/07/2009 (H1N1) pdm09 con los nimeros de acceso
FJ966974 (gen de la HA), FJ966975 (gen de la proteina M) y FJ966979 (gen de la proteina NP) publicadas
en la pagina Web de la Iniciativa Global para Compartir Datos de Influenza Aviar (GISAID, siglés del inglés,
Global Initiative Share Avian Influenza Data) y la base de datos EpiFlu, se utilizd para desarrollar los

alineamientos multiples de secuencias empleando la secuencia de los cebadores especificos disponibles en el
laboratorio para amplificar un segmento de los genes de las proteinas NP, My HA de los virus influenza A,
mediante el programa CLUSTAL X (version 1,83).

Ill. 4.1 ¢) TR-RCP anidada para la amplificacion de un segmento del gen de la NP de los virus
influenza A.

La TR-RCP anidada muiltiple, descrita por Coiras y colaboradores en el 2003 (205) se designé para ser
utilizada en la identificacion de los virus influenza A.

La composicion de la mezcla y las condiciones de las reacciones de TR-RCP y RCP anidada se describieron
enelacipite lll.2. 1 e).

I1l. 4. 1 d) TR-RCP para la amplificacién de un segmento del gen de la proteina M de los virus
influenza A.

El ensayo de TR-RCP para el gen de la proteina M que se designd, se publico previamente por la OMS (215,
216) y fue desarrollado por el Centro Colaborador de la OMS para la referencia y la investigacion sobre
Influenza del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de Tokio, Japdn. El protocolo se realizd
empleando el estuche comercial OneStep RT-PCR, (Qiagen) siguiendo las instrucciones del productor. A

diferencia del protocolo original, el volumen final para la mezcla de la reaccion fue de 45 L. La compasicion
de la mezcla fue similar a la del protocolo de TR-RCP descrito en el acapite 1. 2. 1 €) a diferencia de los
cebadores. Los cebadores M30F2/08 positivo: 5- ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG3' y
M264R3/08 negativo: 5- TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG-3" se emplearon a una concentracion de
15 pmol/uL. A cada tubo de la reaccion que contenia la mezcla se le adiciond 5 pL del acido nucleico
extraido previamente. La reaccion de amplificacion se desarrollo a 50 °C durante 30 minutos, seguida por un
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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 1 minuto, seguida por una
extension final de 72 °C por 10 minutos usando el termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).

I1l. 4. 1 ¢) TR-RCP anidada multiple para la amplificacion de un segmento del gen de la HA de los
virus influenza A estacionales A (H3)y A (H1).

El protocolo designado empled cebadores para la amplificacion del gen completo de la HA (214). Los
mismos estuvieron representados por PHAL+ positivo: 5- GGG GTT AGC AAA AGC AGG RG-3’
complementario a los primeros 9 nucledtidos del ARN de los virus influenza A y PHAL-negativo: 5-CAW
CCR KCI AYC AKI CCW KIC CAI CC-3’ complementario a los titimos 13 nucledtidos. Ambos fueron
utilizados 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 L del &cido nucleico extraido previamente. La reaccion de TR-
RCP se desarrollé 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 termaciclador Mastercycler personnel (Eppendorf).

En la RCP anidada, se emplearon dos 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(H1): H1+SSEQ
positivo: 5-CAATATGTATAGGCTACCATGC-3" localizado entre los nucledtidos 56 y 77 de la
subunidad HAL; H1-ASEQ negativo. 5-CCCTCAATRAAACCRGCAAT-3" localizado entre los
nucledtidos 1045 y 1064 de la subunidad HA1 y para los virus influenza A(H3): H3+SSEQ positivo: 5'-
GACACCATGCAGTGCCAA-3 localizado entre los nucledtidos 124 y 141 de la subunidad HA1 de la
HA; H3-ASEQ negativo: 5-CCCTCCCAACCATTTTCTAT-3" localizado entre los nucleétidos 1092 y
1111 de la subunidad HAL de la HA publicados previamente (214). La composicion de la mezcla de la
reaccion fue similar a la de la RCP anidada descrita en el acapite 1ll. 2. 1 €), a excepcion de los cebadores
mencionados anteriormente. Los mismos se emplearon a una concentracion de 10 pmol/uL. Para llevar a
cabo la reaccion de amplificacion anidada, se tomaron 2 pIL de la reaccion de TR-RCP. Esta se realizo 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).
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I1I. 4. 1 f) TR-RCP para la amplificacion de un segmento del gen de la HA del virus influenza A
(HIN1) pdm09.

Para la amplificacion especifica del virus pandémico se designo un protocolo de TR-RCP optimizado en los
LNR del IPK (217). Los cebadores para este ensayo (HApdm09 positivo: 5'-
AACGGGAAACTATGCAAACTAAGA-Z y HApdmMO9 negativo 5-
TGCCGTTACACCTTTGTTCGAG-3") se emplearon a una concentracion de 10 pmol/uL. La mezcla de

reaccion se realizd empleando el estuche comercial OneStep RT-PCR, (Qiagen) siguiendo las instrucciones

del productor. A cada tubo que contenia la mezcla de la reaccion se le adicionaron 5 L del acido nucleico
extraido previamente. La reaccion de TR-RCP se desarroll6 a 48 °C durante 30 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, 57 °C por 30 segundos y 68 °C por 30 segundos, seguida por
una extension final de 68 °C por 5 minutos usando el equipo termociclador_Mastercycler personnel
(Eppendorf).

I11. 4.1 g) Controles.

Para el desarrollo de los protocolos descritos anteriormente (acapites 1ll. 4.1 ) al lll. 4. 1. f) se utilizaron
controles positivos y uno negativo.

- Controles positivos: Consistieron en 10 copias de productos clonados en el vector pGEM-T (Promega) de
cepas prototipos de virus influenza A (H3), virus influenza A (H1) y virus influenza A (HIN1) pdm09
donados por el Laboratorio Nacional de gripe y virus respiratorios del ISCIII.

- Control negativo: El control negativo consistio 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 (207).

I11. 4. 1. h) Deteccidn de los productos de amplificacion.

La deteccion de | os productos amplificados se realizd mediante el procedimiento descrito en el acapite 111. 2. 1
h).

Criterios para la interpretacion de los resultados.

o La interpretacion de los resultados se realizo teniendo en cuenta los criterios descritos en el acapite il
2. 1 h). Lalongitud de los productos amplificados mediante los ensayos descritos en los acapites 1. 4. 1.¢) al
I11. 4. 1.f) aparecenen la tabla 10.

49



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

Tabla 10. Longitud de los productos de amplificacion en los ensayos de TR-RCP anidado mulltiple
para virus influenza, TR-RCP para el gen de la proteina M, TR-RCP anidado multiple para el
subtipado de los virus influenza A y TR-RCP para el gen de la HA del virus influenza A (HIN1)
pdm09.

Virus Gen Longitud (pb)
Influenza A NP 301
Influenza A M 244
Influenza A H3 HA 1100
Influenza A H1 HA 980
Influenza A H1 HA 292
pandémico

Fuente: (Coiras y cols., 2003; Ruiz-Carrascoso y cols., 2010; Valdés y cols., 2011; WHO, 2005).

I11.4.1.1) Secuenciacion de &cidos nucleicos.

Para confirmar la identidad del producto amplificado en los ensayos descritos previamente (acapites 11. 4. 1 ¢)
al 1l. 4. 1. e) e identificar al virus pandémico, se establecio que las muestras positivas a virus influenza A
subtipadas como A (H1) se procesaran mediante secuenciacion nucleotidica adicional. Se emplearon los
juegos de cebadores utilizados en las reacciones especificas de amplificacion para el gen de laNP (Anexo 2) y
el gen de la proteina M (M30F2/08 y M264R3/08). La secuenciacion de un segmento del gen de la HA se
realiz6 previa RCP semi-anidada empleando el producto de la reaccion de TR-RCP descrita en el acapite 1.
4.1 ¢e). Lacomposicion de la mezcla de la reaccidn fue similar a la de la reaccion anidada descrita en el acapite
1. 2. 1 €) a excepcidn de los cebadores: PHAL+ y H1-ASEQ que se utilizaron a una concentracion de 10
pmol/uL. Las condiciones de amplificacion fueron las utilizadas en la RCP anidada descrita en el acapite I11.
4.1¢e).

1. 4. 1. j) Deteccion del producto ampilificado.

La deteccion del producto amplificado de la reaccidn semi-anidada se llevé a cabo mediante el procedimiento
descrito en el acapite l1l. 2. 1 h) y la longitud del segmento amplificado fue de 983 ph.

I11. 4. 1. k) Purificacion de los productos de amplificacion.

Se realizé la purificacion manual de los productos amplificados mediante el procedimiento descrito en el
acapite lll. 2. 2 b). Para evaluar la calidad y estimar la concentracion de los productos purificados, se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 2% siguiendo la metodologia descrita en la seccion 111. 2. 1 h).

I11. 4. 1. 1) Reaccion de secuenciacion nucleotidica.

Los productos purificados se secuenciaron en ambos sentidos empleando los juegos de cebadores

mencionados en el acapite l1. 4. 1. i) a una concentracion de 0,5 pmol/uL. Para la reaccion de secuencia y la
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purificacion de los productos de secuencia se empled el estuche comercial Dye Terminador Cycle

Sequencing Quick Start , (Beckman Coulter), siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion se
realizd en un secuenciador automético Beckman Coulter modelo CEQ 8800 utilizando el método LFR-b y el
procedimiento de andlisis de datos para productos de RCP en el Departamento de Virologia del IPK.

111. 4. 1. m) Andlisis de las secuencias nucleotidicas.

Las secuencias obtenidas se analizaron primeramente empleando el programa CHROMAS (version 1.3). El
ensamblaje de las secuencias de las cadenas positivas y negativas y su edicion se realizd manualmente, usando
el programa Bioedlit version 7.0.1 obteniéndose las secuencias consenso. Para confirmar la identidad de las
mismas se realizé la comparacion de la secuencia nucleotidica mediante BLAST (siglas del inglés, Basic
Local Alignment Search Tool), con las secuencias disponibles en las bases de datos del GenBank (NCBI,
Bethesda, MD), EpiFlu y GISAID (siglas del inglés, Global Initiative Share Avian Influenza Data).

I11. 4. 1. n) Diagnoéstico diferencial con otros virus respiratorios.

Para el diagndstico etiologico diferencial con otros virus respiratorios (influenza B, influenza C, AdVH, VVPI
14, CoVH OC43, CoVH 229E, EV, RV, VSRH A 'y B, MPVH y BoVH) se emplearon los protocolos y
procedimientos descritos en los acapites 111. 2. 1 €), 1. 2. 1), 111. 3. 2 ) (205, 206, 212, 213).

I11. 4. 1. i) TR-RCP en tiempo real para el diagnéstico de influenza A (H1IN1) pdmQ9.

En el algoritmo diagnéstico se incluyd un ensayo de TR-RCP en tiempo real para la deteccion y
caracterizacion del nuevo virus influenza, normalizado por el Centro para el Control de Enfermedades de
Atlanta, EUA (CDC, siglés del inglés Center for Diseases Control), recomendado y distribuido por laOMS a

los CNI (218). Para la mezcla de la reaccion de este ensayo se empleo el estuche comercial de TR-RCP

cuantitativo Superscript 11l Platinum One Step Quantitative, (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del

productor Y las descritas en el protocolo original. Los cebadores y las sondas de hidrdlisis Tagman con
marcacion doble aparecen descritos en el Anexo 6. Todas las muestras fueron examinadas de manera
independiente con cada juego de cebador y sonda especifica.

A cada tubo que contenia la mezcla de la reaccion se le adicionaron 5 L del &cido nucleico previamente
extraido. La reaccion de amplificacion se llevé a cabo a 50 °C durante 30 minutos, seguida de un paso de
inactivacion de la enzima TR a 95 °C durante 2 minutos, Yy 45 ciclos de amplificacion consistentes en: 95 °C
durante 15 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 reaccidn se analizo a través del programa Fast
System SDS version 2.0.1.

o1



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

Controles del ensayo.

- Control positivo: Consisti6 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 (H1IN1) pdmQ9
donados por el Laboratorio Nacional de gripe y virus respiratorios del ISCIII.

- Controles negativos: Consistio en agua destilada estéril libre de nucleasas (Sigma) y una muestra clinica
respiratoria negativa para los virus influenza A, las cuales se procesaron siguiendo el procedimiento utilizado
para todas las muestras clinicas.

Criterios para la interpretacion del resultado.

o Muestra negativa: Solo se visualizd curva de fluorescencia en la reaccién 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.

o Muestra positiva a virus influenza A (HIN1) pdm09: Se visualizaron 4 curvas de fluorescencia antes o
durante el ciclo 35 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.

o Muestra positiva a virus influenza A: Se visualizaron 2 curvas de fluorescencia antes o durante el ciclo
35 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.

o Muestra inhibida: No se visualiz6 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 (207).

111. 4. 2 Estudio de la circulacion del virus influenza con potencial pandémico.

I11. 4.2 ) Universo de estudio.

El universo estuvo constituido por todas las muestras clinicas respiratorias recibidas en el LNR, en el periodo
comprendido entre el 28 de abril del afio 2009 y el 10 de agosto del afio 2010 que cumplieron con los

siguientes criterios:
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Criterios de inclusion:
o Toda muestra clinica colectada durante los primeros 7 dias posteriores al inicio de los sintomas a partir
de los pacientes que cumplieron con las definiciones de caso establecidas por el MINSAP.
o Muestra clinica correctamente identificada y acompariada de un modelo oficial de colecta de muestra
para el estudio microbioldgico completado (Anexo 5).
o Muestra transportada al laboratorio a 4°C en el sistema de triple embalaje.
Las definiciones de caso empleadas se corresponden con las elaboradas por la Direccion Nacional de
Epidemiologia (DNE) del MINSAP para el manejo y clasificacion de los casos, presentes en el acapite 11 del
“Plan Nacional para el enfrentamiento de la pandemia por influenza A (HIN1)” (219).
- Caso sospechoso de infeccion por el virus influenza A (HINZL) pdm09: Individuo que retina al menos dos
de los siguientes sintomas: Aparicion stbita de fiebre 238°C, tos, dolor de garganta, rinorrea 0 congestion
nasal, disnea o dificultad respiratoria grave con necesidad de hospitalizacion.
- Caso fallecido por una IRAG sin causa aparente que cumpla al menos una de las siguientes condiciones:
Contacto con personas que hayan padecido la enfermedad, antecedentes de haber viajado en los Ultimos 15
dias a alguno de los paises que han reportado casos confirmados de influenza pandémica.
- Caso de IRAG en nifios con < 5 afios de edad: Todo nifio menor de 5 afios edad en el que se sospeche
clinicamente la presencia de neumonia y requiera de ingreso hospitalario.
- Caso de IRAG en pacientes > de 5 afios de edad: Paciente con aparicion stbita de fiebre 238°C, tos, dolor
de garganta, disnea o dificultad para respirar con necesidad de hospitalizacion, que en el momento del ingreso
no tiene definida la etiologia (48).

I11.4.2.b) Marco muestral.
Se estudiaron 14 510 muestras clinicas procedentes de 14 396 pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion.

Para cada una de las muestras estudiadas se analizaron las variables que se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Descripcion de las variables de estudio.

Variable Rango de Categorias. Definicion operacional.

Provincia Division politico administrativa ~ Corresponde a la ubicacion del paciente al
actual del pais. momento del diagndstico clinico.

Historia de viaje anterior Si, No Aribo procedente del extranjero en- los

Ultimos 15 dias previos a la encuesta.

Evaluado mediante interrogatorio, examen
Diagnéstico clinico Si,No fisico y complementarios, seglin criterio del

facultativo gue completa la indicacién del

diagnstico de laboratorio microbioldgico.

Brote Si,No Evaluado mediante definicion establecida
segUn criterio del epidemidlogo designado.

Evaluado mediante interrogatorio y examen

Embarazo Si,No fisico, segln criterio del facultativo que
completa la indicacion del diagndstico de
laboratorio microbioldgico

Fallecido Si,No Evaluado mediante examen fisico y emision

del certificado de defuncion.

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK
I11. 4. 2. c) Procesamiento de las muestras clinicas.
Las muestras clinicas consistieron en ENF (13 518) y AB (301) colectados en medio de transporte universal

para virus (UTM, siglas del inglés, Universal Transport Médium) comercial. Un tercer tipo de muestra
estudiada fue el tejido de pulmodn (691) obtenido por necropsia. Esta consistio en un fragmento de tejido de
aproximadamente 2 cm? embebido en 5 mL de solucién salina fisioldgica estéril en un frasco estéril o en
medio de transporte universal para virus (UTM, siglas del inglés, Universal Transport Médium). Las mismas

se procesaron siguiendo el procedimiento descrito en el acpite Ill. 2. 1 b). Un segundo procedimiento se
utilizé para el procesamiento de las muestras de necropsia al disponer del equipo automatico TissueLyser
(Qiagen) para desintegrar tejidos, siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante. Todas las muestras se
dispensaron en dos alicuotas en tubos de congelacion de 2 mL (Greinier). Una de ellas se procesd de manera
inmediata mediante el algoritmo establecido y el resto se conservo a—70 °C para procesamientos posteriores.
I11.4.2. d) Diagnostico del virus influenza con potencial pandémico.

El total de las muestras clinicas se procesd mediante el algoritmo que fue elaborado en el acapite 111. 4. 1.
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I11. 5 Procedimiento para la recoleccion y andlisis de la informacion de los estudios descritos en los
acapites 111.2. 1, 111.3. 2y 111.4. 2.

Los datos clinicos y epidemioldgicos se recolectaron a partir del Modelo para la colecta de muestras y la
revision de historias clinicas. Los mismos se introdujeron en una base de datos en Microsoft Excel. Para el
andlisis estadistico sobre la asociacion entre las manifestaciones clinicas de la infeccion y la positividad a los
AdVH en pacientes vivos Y fallecidos a causa de un SFAI , la asociacion entre el diagnéstico clinico y la
positividad a MPVH y BoVH, la asociacion entre positividad a estos agentes y grupos de edades, asi como
entre variables clinicas y epidemioldgicas y la confirmacion de la infeccion por el virus influenza A (HIN1)
pdm09; se aplicaron las pruebas X de Pearson y Prueba exacta de Fisher (en el caso de existir una celda con
una frecuencia esperada menor de 5) (220) mediante el programa Epidat version 3.1. En todos los estudios se
considerd un nivel de significacion de p< 0,05.

En el estudio descrito en el acapite Ill. 4. 2 se calculo la tasa de incidencia del virus influenza A (H1IN1)
pdmO9 en todas las provincias del pais considerando las recomendaciones de la OMS (221). La informacion
sobre el total de casos por provincia se obtuvo del registro de datos del laboratorio y los estimados
poblacionales por provincia se tomaron de los emitidos por la Oficina Nacional de Estadisticas (222). Para
calcular, comparar y vizualizar los valores de las tasas de incidencia se empleo el programa del Sistema de
Informacion Geogréfica SIGEpi version 1.0.

I11. 6 Consideraciones éticas

Los estudios que integran la presente investigacion constituyeron algunas de las tareas de dos proyectos de
investigacion intermacionales: “‘Tmplementacion de un protocolo genérico para la vigilancia de la Influenza” y
“Fortalecimiento del diagnéstico virologico para la vigilancia de los virus influenza y otros virus respiratorios
en Cuba”. Ambos fueron aprobados por la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia, Consejo
Cientifico Institucional, Comité de ética, autoridades correspondientes del MINSAP y del Ministerio de
Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente.

Para la obtencion de la informacién contenida en las historias clinicas de los pacientes con diagndstico de
SFAIl archivadas en los diferentes hospitales pediétricos de La Habana se contd con la aprobacion de los
directores de estas instituciones y de los jefes de departamento de archivo, previa presentacion de una carta
oficial de solicitud por parte del LNR de virus respiratorios del IPK.

Los resultados diagnosticos de la identificacion de los virus respiratorios emergentes (MPVH, BoVH e
influenza A (HIN1) pdm09) formaron parte de la vigilancia nacional de los LNR y fueron informados a la
DNE, médicos de asistencia y pacientes o tutores.
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Toda la informacidn obtenida de los pacientes fue andnima, estrictamente confidencial y solo fue utilizada con
fines investigativos, garantizando la seguridad del paciente.

56



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

IV RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Identificacion del posible agente viral causante de un brote de SFAL.

En julio del afio 2005, el Huracan Dennis afectd la costa Norte de la region Occidental de Cuba. Posterior a
este evento meteoroldgico, los LNR del IPK emitieron una alerta al MINSAP sobre el incremento en la
recepcion de muestras de pacientes pediétricos de la provincia La Habana con diagndstico de sindrome febril
acompafado de vomitos, diarrea y signos de bajo gasto cardiaco, algunos de ellos fallecidos a consecuencia
de chogue cardiogénico. Se cred una comision integrada por pediatras, epidemidlogos y patélogos para la
investigacion de lo que se denomind brote de SFALL. El andlisis anatomopatoldgico de las muestras de tejido
de pulmdn y corazon sugirio la posible etiologia viral de este sindrome, atribuyéndose como causa de muerte
una miocarditis. A los LNR del IPK correspondio la investigacion etiologica de dicho brote, la cual incluyd
estudios bacterioldgicos y virologicos.

Como resultado del procesamiento de 64 muestras clinicas procedentes de 44 pacientes (8 de estos fallecidos)
con edades comprendidas entre 5 meses y 14 afios, se detectd un segemento del genoma de AdVH en 31
(48,4%) de las muestras procedentes de 23 pacientes (52,2%). Considerando el tipo de muestra, se amplificd
un segmento de ADN de los AdVH en 17 (80,9%) muestras de ENF, 4 (50%) de heces, 6 (75%) de tejido de
musculo cardiaco y 4 (50%) de tejido pulmonar (tabla 12).

No se detectd otro agente viral mediante la aplicacion de los ensayos de RCP para la deteccién de un
segmento del genoma viral de influenza A, By C, VSRH, VPI tipo 1-4, CoVH OC43, CoVH 229E, RV y
EV.
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Tabla 12. Distribucion de los tipos de muestras procesadas Y positividad a los AdVH.

Tipo de muestra No de muestras procesadas Muestras positivas a los AdVH
No (%)

tejido de pulmén 8 4(50)
tejido de corazon 8 6(75)
tejido de higado 6 0
tejido de bazo 2 0
tejido de cerebro 2 0
tejido de rifion 1 0
ENF 21 17(809)
suero 2 0
heces 8 4(30)
LCR 6 0
Total 64 31(484)

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK.

En latabla 13 se muestran los signos y sintomas referidos en el Modelo de colecta de muestra e historia clinica
de los pacientes estudiados con el diagnéstico clinico-epidemioldgico de SFAIL 'y en los cuales se detecto en las
muestras clinicas estudiadas un segmento del ADN de los AdVH.

En el 100% de los pacientes vivos positivos a los AdVH aparece referido la fiebre y una gran proporcion de
ellos refiri también sintomas generales. La presencia de vomitos, diarreas y oliguria se asocié
significativamente con la deteccion del genoma viral, sugiriendo que en este grupo de pacientes predominaron
los sintomas gastrointestinales. La presencia de oliguria en los pacientes vivos pudiera atribuirse a la
deshidratacion resultante del cuadro diarreico (tabla 13).

En la totalidad de los pacientes fallecidos positivos a los AdVH, se recogid informacion sobre la presencia de
sintomas generales, disnea y signos de bajo gasto cardiaco. Una asociacion estadisticamente significativa solo
se demostro para la presencia de disnea, no obstante, la tos y la faringitis estuvieron presentes en el 66,6% y
83,3% de los pacientes, respectivamente (tabla 13). Estos resultados sugieren que las manifestaciones
respiratorias Y las resultantes de la afectacion cardiovascular predominaron en el cuadro clinico presente en el

grupo de nifios fallecidos.
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Tabla 13. Signos y sintomas asociados a SFAI en los pacientes cuyas muestras resultaron positivas a los
AdVH.

Pacientes vivos (%0) Pacientes fallecidos (%0)

Signos y Sintomas. (n=17) (n=6) Valor de p
Fiebre 17 (100) 6 (100) -
Malestar General 15(88,2) 6 (100) 1,00
Anorexia 11(64,7) 6 (100) 014
\Vomitos 17 (100) 2(333) 0,00
Diarreas 17 (200) 2 (333) 0,00
Oliguria 14(82,3) 2(333) 004
Tos 6(35,2) 4(66,6) 0,34
Disnea 3(17,6) 6 (200)) 0,00
Faringitis 7(411) 5(8323) 015
Signos de bajo gasto

cardiaco 10(58,8) 6 (100) 012

Leyenda: “Prueba exacta de Fisher. Significativo valor de p<0,05

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

Se detect6 a los AdVH como Unico agente en 5 muestras de tejido de pulmén y 6 de mUsculo cardiaco. La
secuenciacion de &cidos nucleicos de un segmento de la proteina del hexon de los AdVH amplificado en
dichas muestras, permitié la confirmacion de la identidad de un segmento de 370 pb. La identificacion
especifica de la especie y serotipo de los AdVH detectados mediante BLAST (siglés del inglés, Basic Local
Alignment Search Tool,) del segmento secuenciado a partir de las muestras de tejidos, mostro entre un 98%

y un 100% de identidad de la secuencia nucleotidica con secuencias de AdVH especie C serotipo 5,
publicadas en la base de datos del GenBank (tabla 14). Las secuencias obtenidas fueron depositadas en dicha
base de datos con los siguientes nimeros de acceso: EU179786 al EU179791.
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Tabla 14. Resultados del diagnostico mediante RCP anidada y secuenciacion nucleotidica a partir de
las muestras de pacientes fallecidos.

x

NUmero Tejidode Tejido del APP Tipado
de pulmon miocardio (Especie/Genero)

paciente

1 Negativo  Positivo NR™ Especie C serotipo 5
miocardiopatia

2 Positivo Positivo dilatada Especie C serotipo 5
3 Positivo Positivo NR™ Especie C serotipo 5
4 Positivo Positivo esplenectomia Especie C serotipo 5
5 Negativo Positivo sicklemia Especie C serotipo 5
6 Positivo Positivo beta talasemia Especie C serotipo 5
7 Negativo Negativo epilepsia Negativo
8 Negativo  Negativo NR™ Negativo

Leyenda: APP” (Antecedentes patoldgicos personales), NR™ (No referidos).

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK.

Los hallazgos relacionados con la deteccion e identificacion posterior mediante secuenciacion nucleotidica del
genoma viral de adenovirus C serotipo 5 en el tejido del musculo cardiaco de 6 (75%) nifios fallecidos con
diagndstico clinico y anatomopatoldgico de miocarditis viral, confirman a este virus como el agente causal de
dicha enfermedad. En la literatura médica se describe que la miocarditis puede ser atribuida a mdltiples
causas, entre las que se encuentran: trastornos reumatoldgicos, alérgicos, medicamentos especificos, toxinas y
agentes infecciosos (223). La frecuencia de deteccion de los agentes infecciosos varia ampliamente desde un
10% hasta un 100% (34, 41, 224). Entre los agentes infecciosos involucrados en la etiologia de la miocarditis
se encuentran los virus, bacterias, ricketsias, hongos y protozoos (224, 225). A pesar de que los EV son
considerados los responsables de mas del 50% de los casos, en los Ultimos afios, los AdVH se notificaron
como una causa frecuente de miocarditis (38, 226). Considerando estos antecedentes, los resultados obtenidos
Nno son sorprendentes.

La presentacion clinica caracterizada por descompensacion cardiaca aguda que progresé a la muerte en los 8
pacientes estudiados fue severa 'y 5 (62,5%) de ellos presentaban un antecedente patologico subyacente (tabla
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14). Diversos autores publican que la miocarditis viral se caracteriza por presentaciones clinicas diferentes en
el rango de un sindrome viral inespecifico, arritmia cardiaca, fallo cardiovascular o muerte, dependiendo de la
edad de los pacientes (38, 224). Particularmente, en los pacientes pediétricos, es frecuente el debut con fallo
cardiaco agudo y choque cardiogénico, siendo un factor determinante la existencia de enfermedades
subyacentes (225, 227). Clinicamente, las infecciones por los AdVH varian en severidad, desde una infeccion
inaparente o ligera a otras de mayor severidad como las que se producen en pacientes inmunocomprometidos
(lactantes, pacientes con sida, receptores de trasplante) y en aquellos con enfermedades cronicas de base (78,
228).

En este estudio empleamos dos métodos de amplificacion de &cidos nucleicos (RCP y secuenciacion
nucleotidica) para la identificacion del agente causal de la miocarditis en el tejido de musculo cardiaco de
casos fatales. La literatura médica consultada plantea que el diagndstico convencional de la miocarditis aguda
en los nifios, esta basado en el uso de los criterios histologicos de Dallas (40) por el examen histopatoldgico de
las muestras de biopsia del miocardio y su interrelacion con los criterios clinicos. Este procedimiento resulta
dificil en los casos no fatales y posee una sensibilidad y especificidad limitada (37). El desarrollo de las
técnicas de biologia molecular y su empleo en la practica del diagndstico, posibilita el estudio de la etiologia
viral de multiples enfermedades cardiovasculares y en la actualidad, la RCP es considerada la herramienta
més sensible para estos propdsitos (37, 229).

En Cuba, solo existe un reporte de un brote de miocarditis aguda ocurrido en el afio 1972 (230). En el mismo
no se produjeron casos fatales y se identifico el virus Coxsackie B como el agente etioldgico.

Los resultados presentados constituyen el primer reporte de la deteccion de los AdVH asociados a un brote de
miocarditis aguda fatal en Cuba empleando técnicas de diagndstico molecular.

La secuenciacion nucleotidica de un segmento de 370 pb de la proteina del hexon de los AdVH a partir de 9
(52,9%) de las muestras clinicas de ENF permitié comprobar la identidad del producto amplificado. La

comparacion de las secuencias obtenidas con las secuencias publicadas en la base de datos del GenBank,

evidenci la existencia de entre un 95% y un 100% de identidad con los virus prototipos de AdVH especie D.
Los alineamientos multiples de las secuencias de los serotipos representativos de esta especie (32 serotipos) y
la evaluacion de la relacion filogenética entre los mismos Y las secuencias obtenidas a partir de las muestras
clinicas no permitieron la asignacion del serotipo (figura 1).

Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la base de datos de secuencia del GenBank con los nimeros
de acceso: EU179756, EU179757, EU179759, EU179763, EU179765, EU179768, EU179770, EU179771
y EU179775.
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Figura 1. Arbol filogenético basado en alineamientos de las secuencias de los productos de
amplificacion de un segmento de la proteina del hexén de los AdVH detectados en 9 muestras de ENF

de pacientes vivos.
Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

62



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

La gran variedad de los AdVH existentes que incluyen 51 serotipos pertenecientes a 6 especies (A-F), se
asocian a un gran ndmero de infecciones que afectan varios sistemas y Organos, produciendo casos
esporéadicos Y brotes (77, 228, 229). A pesar de que existen evidencias de la interrelacion entre serotipos y
enfermedades especificas, se plantea que esta relacion no es estricta (59).

La especie D es la mayor y comprende un total de 32 serotipos. Los serotipos més frecuentes son los AdVH
8,19, 22 y 37 y se asocian con queratoconjuntivitis epidémica en varias partes del mundo (65, 230). En los
Ultimos afios, esta especie se identificd con una alta prevalencia en los casos de gastroenteritis viral (231), en
infecciones severas en los pacientes inmunocomprometidos (232) y con menor frecuencia en los pacientes
con enfermedades respiratorias (74). Las bases moleculares que pudieran explicar estas diferencias en la
patogenicidad, son desconocidas.

En Cuba, los AdVH circulan en la poblacion pediatrica durante de todo el afio, siendo la especie C la mas
frecuente en la etiologia de las IRA. Estudios previos sobre la asociacion especifica entre los sindromes
clinicos y los serotipos de los AdVH demostraron que los serotipos 1 y 6 (especie C) fueron los
predominantes en los nifios con IRA (233), los serotipos 3, 6 y 7b (especie C) en pacientes con conjuntivitis
folicular (234) y el serotipo 37 (especie D) se identificd como causa frecuente de queratoconjuntivistis (235).
A pesar de no lograr la identificacion especifica del serotipo perteneciente a la especie D en la presente
investigacion, los resultados sugieren gue la misma podria estar involucrada en la etiologia de lo que se
denomin6é brote de SFAI en los pacientes presuntamente inmunocompetentes con sintomatologia
gastrointestinal. Este hallazgo inusual amplia el rango de asociacion de la especie D de los AdVH con
sindromes de relevancia clinica y epidemioldgica en Cuba y en el mundo.

Hace algunas décadas, los AdVH eran considerados como agentes de poca importancia médica (76). A partir
de numerosas investigaciones relacionadas con estos agentes, se han producido muchos cambios (236-238).
Recientemente, se han incrementado las publicaciones sobre la identificacion de serotipos de AdVH
emergentes, circulacion de serotipos conocidos con diferente tropismo y manifestaciones clinicas de la
infeccion, variantes genéticas con diferente distribucion geogréfica y virulencia, recombinaciones entre
serotipos, entre otros (17, 18, 239).

La identificacion inusual de los AdVH de la especie D en esta investigacion, asociada con un brote de SFAI
con manifestaciones gastrointestinales en pacientes presuntamente inmunocompetentes, pudiera sugerir la
posible circulacion de una variante emergente de este agente capaz de causar eventos epidemiologicos locales.

Estudios futuros son necesarios para completar su caracterizacion.
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Analizando de manera integral los resultados alcanzados en el estudio etiologico del brote de SFAI
consideramos que dos eventos epidemioldgicos individuales asociados a los AJVH se produjeron en La
Habana, en el mes de julio del afio 2005.

IV. 2 Identificacion de la circulacion de MPVH y BoVH en nifios <5 afios de edad con IRA mediante
un ensayo de TR-RCP anidado mulltiple optimizado.

IV. 2.1 Desarrollo del ensayo de TR-RCP anidado multiple para el diagnostico de VSRH Ay B,
MPVHy BoVH.
Dentro de las investigaciones de la rama biomédica, aguellas relacionadas con el desarrollo e introduccién en
el laboratorio de herramientas diagndsticas para identificar el agente causal de una enfermedad constituyen
una prioridad para los sistemas de salud. En los Gltimos afios, los ensayos de amplificacion de &cidos nucleicos
y en particular la RCP se ha convertido en un procedimiento esencial para el diagnstico microbiologico
(243-245).
Los LNR para los virus influenza y otros virus respiratorios del IPK poseen un algoritmo constituido por
varios ensayos de diagnastico molecular gue se aplican en la actualidad para la identificacion de varios agentes
virales causales de IRA (influenza A (H3N2), A (HIN1), By C, VSRH Ay B, AdVH, VPI 14, CoVH
OC43 'y 229E, EV, RV y MPVH) (205, 206, 212-214). La escasez de muestra clinica y de los recursos
materiales, dificultan en ocasiones, el cumplimiento de este algoritmo, particularmente en los pacientes
pediatricos, en los que la morbilidad y la mortalidad por las IRA resultan elevadas. A esto se le adiciona la lista
creciente de virus respiratorios emergentes que se han detectados circulando mundialmente, asociados con
mayor frecuencia a las IRAG en las edades tempranas de la vida (7). Estos hechos orientan hacia la necesidad
de continuar perfeccionando los algoritmos para el diagndstico y la vigilancia de los virus respiratorios (243).
El ensayo de RCP mdiltiple constituye la herramienta mas idénea y menos costosa para vencer esta
problemética (246). El desarrollo de esta variante debe seguir un esquema gue se inicia con la seleccion de los
patogenos especificos que seran incluidos y excluidos en el ensayo, tomando en consideracion que aquellos
seleccionados para su inclusion deben poseer tropismo, caracteristicas clinicas y epidemiologicas similares
(183).
El presente estudio se inicid con la seleccion de los VSRH Ay B, MPVH y BoVH como los agentes a incluir
en un ensayo de TR-RCP anidado multiple. Para la inclusion del VVSRH se consider6 que el mismo es el

agente etiologico principal de la bronquiolitis y de un niimero elevado de casos de neumonia en los lactantes
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(210, 211) y el MPVH junto con el BoVH son dos virus respiratorios emergentes que circulan mundialmente
asociados fundamentalmente a bronquiolitis, neumonia y otras IRA en pacientes pediétricos (126). A esto se
adiciona, el antecedente de la disponibilidad en los LNR de protocolos de TR-RCP y RCP anidadas
independientes, publicados previamente y aplicados al diagnastico y la vigilancia de las IRA (205, 212, 213).
La seleccion de los cebadores a utilizar en una reaccion de amplificacion es otro de los pasos importantes para
el desarrollo de un ensayo de RCP y en particular en los ensayos multiples se deben evaluar con rigor la
longitud de los fragmentos a amplificar y la especificidad de los mismos para cada uno de los agentes (247).
En el presente trabajo se emplearon los juegos de cebadores descritos en los protocolos originales. Un cebador
disefiado en este estudio para la reaccion anidada (MPVH2- Negativo: 5-TCT TGC AKATYY TRC TKA
TGC T-3"), posee una longitud de 22 nucledtidos, una temperatura de hibridacion de 50°C, 56% de contenido
de G/C y no mostr6 formacion de dimeros. El alineamiento del mismo con secuencias publicadas en la base

de datos del GenBank demostrd complementariedad especifica para amplificar un segmento del gen de la

proteina M de todos los genotipos del MPVH.

Los experimentos realizados para definir la concentracion dptima de los cebadores, la concentracion de los
componentes (dNTPs, enzima polimerasa) y los diferentes pardmetros de la reaccion de amplificacion
(tiempo y temperatura de hibridacion y extension), permitieron obtener la composicion definitiva de las
mezclas de las reacciones y las condiciones de amplificacion del ensayo (tabla 15 y 16).

Después de optimizar las condiciones definitivas, el procesamiento de las diluciones seriadas en base 10 (10 *
hasta 10 ®) de los controles positivos para cada uno de los agentes, demostrd que el limite de deteccion fue
equivalente a 10 copias genomicas para VSRH Ay B; 10 copias para MPVH y 20 para BoVH. Estos

resultados fueron muy similares a los descritos en los protocolos originales (205, 212, 213).
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Tabla 15. Composicion de la mezcla para las reacciones de TR-RCP y la RCP anidada del ensayo

multiple optimizado.
Reaccion de TR-RCP Reaccion RCP anidada
g?gi(:gs::;he Cnestep RT- 1 tubo de reaccion Mezcla 1 tubo de reaccion
Agua destilada libre de nucleasas 15, Agua des-ti lada libre de 167,
nucleasas (Sigma)
Buffer 5X 0u Buffer 5X 10
dNTPs/0,1 uM 2ul dNTPs/ 0,25 uM 08ul
MPVH1 + (20 pmol/ul ) 2l MPVH2 + (20 pmol/ul ) 2l
MPVHL1 - (20 pmol/ul ) 2l MPVH2 - (20 pmol/ul ) 2l
BoVHL + (20 pmol/ul) 2l BoVH2 + (20 pmol/ul) 2ul
BoVHL1 - (20 pmol/ul ) 2l BoVH2 - (20 pmol/ul ) 2ul
VSRH AB + (20 pmol/ul ) 2l VSRH A2 + (20 pmol/ul) 2ul
V/SRH AB- (20 pmol/ul ) 2l V/SRH A2 - (20 pmol/ul ) 2l
CI1+ (20 pmol/ul) 2l VSRH B2 + (20 pmol/ul ) 2ul
CI1- (20 pmol/l) 2l V/SRH B2 - (20 pmol/ul ) 2l
Mezcla de enzimas (TR y Taq 20 CI2 + (20 pmol/ul) 24
DNA polimerasa)
Volumen final 45 ul CI2- (20 pmol/ul) 2ul
AmpliTag  DNAPolymerase 054
(1,25 U) (Applied Biosysterms)
VVolumen final 48,1

Fuente: LNR, IPK
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Tabla 16. Condiciones de amplificacion para las reacciones de TR-RCP y RCP anidada del ensayo

multiple optimizado.
Reaccion de TR-RCP Reaccion RCP anidada
45°C -45minutos 95°C - 5minutos
95°C -5 minutos 95°C - 30segundos ™
95°C-30segundos ) 55°C - 2minutos
53°C -2 minutos 45 ciclos 72°C -1 minuto > 3cicos
68°C -1 minuto
i ) )
68°C - 10 minutos 72°C -5 minutos
4°C 4°C

Fuente: LNR, IPK

En la evaluacion de la validez del ensayo optimizado mediante el procesamiento de 183 muestras de ENF
aplicando los ensayos de amplificacion de referencia individuales y el protocolo de TR-RCP anidado multiple
permitid detectar, posterior a la extraccion de é&cidos nucleicos 40 muestras clinicas inhibidas como
consecuencia de la posible presencia de inhibidores en la muestra clinica por lo que solo fueron analizadas 143
muestras. La comparacion de los resultados de la concordancia entre ambos ensayos de manera individual
para los diferentes agentes se muestra en el Anexo 7. Los mismos se emplearon para el andlisis de la
sensibilidad, especificidad, indice de validez, VPP y VPN (tabla 17).

Como se observa en la tabla 17, los resultados de la sensibilidad fueron del 100% para los tres agentes y los de
las especificidades superiores al 99%. Los mismos son comparables a los publicados por otros autores,
incluyendo algunos que evaluaron protocolos de TR-RCP en tiempo real (248-250).

Los resultados del ensayo de especificidad demostraron la ausencia de reacciones inespecificas en ambos
ensayos. Solamente se obtuvieron productos de amplificacion especifica con la longitud del segmento
correspondiente para los virus dianas (VSRH A, VSRH B, MPVH y BoVH), observandose las bandas

nitidas y con buena intensidad.
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Tabla 17. Resultados de la evaluacion de la validez del ensayo de TR-RCP anidado multiple para
MPVH, VSRHy BoVH.

MPVH VSRH BoVH
Valor IC” (95%) Valor IC" (95%) Valor IC (95%)
(%0) (%0) (%0)
Sensibilidad 1000 93,75-100,0 1000 98,28-100,0 1000 91,67-100,0
Especificidad 99,26 9744-1000 99,12 96,97 - 1000 1000 99,64-1000
indicedevalidez 99,30 9759-1000 99,30 9759-1000 1000 99,65-1000
VPP™ 8889 62,80-100,0 96,67 8858-100,0 1000 91,67-1000
VPN™ 1000 99,63-100,0 1000 99,56-100,0 1000 99,64-1000

Leyenda: IC” (Intervalo de Confianza), PP (Valor predictivo positivo), VPN (Valor predictivo
negativo)
Fuente: LNR, IPK

Varios estudios confirman que los métodos de amplificacion de écidos nucleicos de agentes microbianos
(RCP, TR-RCP, TR-RCP en tiempo real) constituyen métodos diagndsticos rapidos, sensibles y de gran valor
para la identificacion de los virus emergentes; particularmente cuando el cultivo del organismo es lento 0 no es
posible. Los resultados de esta investigacion, se suman a la lista de investigaciones previas para corroborar
dicho planteamiento (245, 251, 252).

En el presente estudio se logré optimizar un ensayo de TR-RCP anidado multiple que permite diagnosticar de
manera sensible y especifica en un mismo tubo de reaccidn, tres agentes (VSRH, MPVH y BoVH) asociados
a un mismo sindrome, acortando el tiempo para el diagnostico, disminuyendo los costos de las
determinaciones y posibilitando detectar la presencia de coinfecciones. La informacion rapida y segura sobre
los agentes etioldgicos virales de las IRA al médico de asistencia, permite un mejor manejo de los casos y la
implementacion de las medidas terapéuticas adecuadas; evitando la prescripcion indiscriminada de
antibioticos y disminuyendo los costos por hospitalizacion.

El empleo del ensayo optimizado para la vigilancia de la circulacion de dos virus respiratorios emergentes
(MPVH y BoVH) en Cuba, posibilitara realizar una alerta temprana a las autoridades nacionales de salud
sobre eventos epidemioldgicos que surjan relacionados con estos agentes, facilitando la ejecucion rapida de un

plan de medidas para la prevencion y el control efectivo de los mismos.
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IV. 2. 2 Identificacion de la circulacion de MPVH y BoVH en nifios <5 aiios de edad con IRA

El procesamiento de 1001 muestras clinicas respiratorias colectadas de pacientes con edades comprendidas
entre 8 dias de nacido y 5 afios mediante el ensayo de TR-RCP anidado muiltiple para el diagndstico del
VSRH, el BoVH y el MPVH, demostrd que el 204 % (n=205) de dichas muestras resultaron positivas a uno
0 més de los virus respiratorios estudiados.

El 70,2% (n=144) de las muestras positivas correspondio a infecciones simples. El virus més frecuente en este
tipo de infeccion fue el VSRH (n=72). El BoVH ocup6 el segundo lugar al ser identificado en 47 muestras y
el MPVH se detectd como Unico agente en muestras de 25 pacientes.

La presencia de mas de uno de los virus respiratorios diagnosticados se encontrd en el 29,7% (n=61) de las
muestras clinicas respiratorias. El virus més frecuente detectado en infecciones mdiltiples fue el VSRH (n=55,
90,1%). La coinfeccion doble observada con una frecuencia mayor fue entre el VSRH Ay B (=34, 55,7%).
En orden de frecuencia otras coinfecciones con el VSRH detectadas fueron: MPVH (n=9, 14,7%) y BoVH
(n=4, 65%). La deteccion simultanea del MPVH y el BoVH estuvo presente en 6 muestras (9,8%). En 8
(23,1%) de las muestras positivas a mas de un virus respiratorio, se observé la amplificacion especifica para
tres agentes distintos.

Esta establecido que la mayoria de las IRA estan causadas por un virus, sin embargo hasta en un tercio de los
€asos no se consigue demostrar ningln agente etioldgico (3). En los ultimos 10 afios, los avances en la
biologia molecular han permitido el descubrimiento de algunos virus respiratorios humanos no identificados
hasta ahora, que posiblemente quedaban incluidos en el porcentaje de infecciones en las cuales no se habia
identificado su etiologia (8, 11, 12). En este estudio, el empleo del ensayo de TR-RCP anidado muiltiple
optimizado en los LNR, permitio la identificacion en Cuba de la circulacion de dos virus respiratorios
emergentes (BoVH y MPVH) a partir de su deteccion en muestras respiratorias de nifios con IRA.

En la figura 2 se muestra la distribucion de los porcentajes de positividad al VVSRH, MPVH y el BovH
respecto al total de las muestras estudiadas. El MPVH se detect6 en el 4,7% (n=48) y el BoVH en el 6,4 %
(n=65) de las muestras.
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Figura 2. Porcentaje de positividad a los virus respiratorios investigados en muestras de nifios con <5
aros de edad y diagnéstico clinico de IRA, diciembre 2009-diciembre 2010.
Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

Desde la deteccion por primera vez del MPVH en el afio 2001 en Holanda, se han publicado varios estudios
sobre su identificacion en muestras clinicas respiratorias con cifras muy variables (1,5% a 25%) en cuanto asu
prevalencia en las IRA pediatricas (253-255). Por otro lado, desde la descripcidn inicial del BoVH, se notificd
la circulacion de este virus emergente en todos los continentes con cifras de incidencia que oscilan entre el
15% y el 19% (256-258). Para ambos agentes, la metodologia y los criterios diferentes de seleccion de los
casos en los estudios publicados determinan que los resultados de las distintas series sean dificiles de
comparar.

En algunos estudios solo se investiga la presencia del MPVH en las muestras respiratorias de los nifios
hospitalizados detectandose los porcentajes més altos (14%-17%) (259, 260), mientras que en otros, sélo se
investigan las muestras negativas para otros virus respiratorios y los porcentajes son inferiores (6%-11%) (261,
262). Otro factor a considerar es la edad de los pacientes incluidos en los estudios. Aunque el MPVH puede
afectar a personas de todas las edades, su incidencia es méxima en los nifios menores de 3 afios (98). Por ello,
los estudios que incluyen a este grupo de pacientes, encuentran al MPVH en porcentajes superiores (17%-
25%) (260, 263) en comparacion a los que incluyen nifios mayores de 5 afios y adultos (1,5%-5,5%) (264,
265). Por Gltimo, la circulacion estacional del MPVH también puede contribuir a que se obtengan resultados
muly diferentes dependiendo de si se estudia solo la temporada epidemioldgica de las IRA o no.

El porcentaje de deteccion del BoVH en este estudio fue similar al encontrado en Australia (5,6%) (266), en el
sur de Brasil (6%) (267) y en la India (7,2%) (256). Sin embargo, en Canada se encontré un porcentaje
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inferior (1,5%), al investigar pacientes con IRA hospitalizados y ambulatorios de todas las edades (137). Por
otro lado, en Finlandia se detect6 un segmento del genoma del BoVH en el 19% de los nifios entre 3 meses y
5 afios de edad hospitalizados por un episodio de sibilancia (125).

Una caracteristica distintiva del BoVH es la alta frecuencia de coinfeccion con otros virus respiratorios (268).
En los resultados presentados se detectd un segmento del ADN del BoVH en el 295% (n=18) de las
coinfecciones. En varios paises, los estudios realizados encontraron porcentajes de coinfeccion variables, con
valores gue oscilan entre un 5% y un 60% de los casos (269, 270). El rango amplio esta relacionado con los
tipos de estudios realizados, el nimero de virus investigados Y la sensibilidad de los ensayos utilizados. En los
Ultimos afios, debido a la investigacion sistemética de las muestras respiratorias mediante los ensayos de RCP
multiple para el diagnéstico de los virus respiratorios, la deteccion de coinfecciones resulta frecuente (271-
273).

A pesar de los estudios que avalan la frecuencia de las coinfecciones virales en el diagndstico etiologico de las
IRA, no esta completamente dilucidado cual es el papel que juegan los virus detectados simultineamente en
un mismo paciente. Podrian representar infecciones concurrentes, secuenciales o simplemente, un estado de
portador asintomatico de uno o mas agentes virales. Se desconoce si en el caso de las IRA, un virus es capaz
de facilitar o antagonizar la infeccidn simultanea de otro virus en el mismo hospedero (271, 274, 275).

El diagndstico clinico méas comuin en los pacientes estudiados fue la ITRI que representd el 73,6% (n=737) del
total de los casos. Dentro de este grupo de pacientes, el diagnéstico de neumonia y bronquiolitis estuvo
presente en 190 (25,7%) y 76 (10,3%) nifios, respectivamente. En el 26,3% (n=264) de la poblacion estudiada
se diagnosticd clinicamente una ITRS. En esta poblacion, el BoVH fue el agente mas comun. EI MPVH fue
el segundo virus detectado con mayor frecuencia en nifios con diagnéstico clinico de bronquiolitis (tabla 18).
La presencia de un segmento del ADN del BoVH como Unico agente en nifios con diagndstico de neumonia
(p=0,02) e ITRS (p=0,00) resulté ser estadisticamente significativo. Por otra parte, a pesar de no detectarse
asociacion estadistica significativa, se detectd un segmento del genoma del BoVH en muestras de pacientes
con diagnastico clinico de bronquiolitis y otras infecciones del tracto respiratorio inferior (tabla 18).

Los datos disponibles en la literatura acerca de las manifestaciones clinicas asociadas con la infeccion por el
BoVH destacan la bronquiolitis, la neumonia, la sibilancia y la exacerbacion de crisis de asma como
diagndsticos clinicos frecuentes (138, 276, 277). Este estudio, forma parte de la vigilancia de laboratorio, por
lo que algunos datos clinicos recogidos en el modelo de colecta de muestra para estudio microbiol6gico
podrian estar ausentes para permitimos realizar conclusiones definitivas sobre la asociacion de la infeccion por
el BoVH con ladiversidad de diagndsticos clinicos encontrados.
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Tabla 18. Distribucion de la positividad al BovVH y MPVH en nifios <5 afios de edad con diferente
diagnostico clinico entre diciembre 2009-diciembre 2010.

Diagnostico Muestras Total de BoVH MPVH
clinico procesadas Mmuestras
positivas No. muestras No.
(%) positivas (%) Valor de  muestras Valor de
p positivas p
(%0)
ITRI 471 46 (9,7) 18(39,1) 0,27 4(86) 0,00
neumonia 190 20(10,5) 3(15,0) 0,02 5(25,0) 0,80
bronquiolitis 76 47 (61,8) 2(4,2) 037 10(21,2) 0,00
ITRS™ 264 31(11,7) 24(774) 0,00 6(19,3) 0,78
Total 1001 144 (14,3) 47 (32,6) 25(173)

Leyenda ITRI: Infeccion del tracto respiratorio inferior.

“ITRS: Infeccion del tracto respiratorio superior.

“Estén incluidas muestras clinicas positivas a VSRH, MPVH y BoVH en infecciones simples.
“Prueba exacta de Fisher. Significativo valor de p<0,05

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

En la actualidad, se plantea que el hecho de que el BoVH sea un virus frecuente en las muestras respiratorias
de pacientes con IRA, no demuestra gue sea el agente causal de los sintomas (278). La frecuencia elevada de
infecciones multiples del BoVH con otros virus respiratorios, hace complicado establecer la asociacion causal
entre este virus y una enfermedad. En este estudio, en los pacientes en los que el BoVH fue el Gnico virus
detectado, se asocid con manifestaciones clinicas similares a las presentes en pacientes con coinfecciones de
este agente con otros virus respiratorios, lo que confirma a este agente como causante de diferentes tipos de
IRA. Los resultados de investigaciones recientes demuestran la patogenia de las infecciones respiratorias por
este virus (123, 279).

En el grupo de pacientes con diagndstico clinico de bronquiolitis y otros tipos de ITRI, la positividad al
MPVH fue significativa (p=0,00) (tabla 18). Estos hallazgos sugieren que las manifestaciones clinicas
asociadas a la infeccion por el MPVH no son especificas de este virus. Por el contrario, son indistinguibles a
las asociadas con la infeccion por el VRSH como lo plantean otros investigadores (95, 96).

La distribucion por grupos de edades de las muestras procedentes de nifios con infeccion respiratoria simple
por el MPVH o el BoVH se representa en la figura 3. Como se evidencia ambos virus se detectaron en las

muestras de los nifios pertenecientes a todos los grupos de edades.
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Figura 3. Positividad al BoVH y el MPVH por grupos de edades, diciembre 2009-diciembre 2010.
Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

La positividad para el MPVH se encontrd en el grupo de pacientes con edades comprendidas entre 3 meses y
5 afios. El porcentaje mayor de positividad (56%) correspondid a nifios con edades comprendidas entre 1y 2
afos lo que resulto ser estadisticamente significativo (p=0,00).

Los estudios de seroprevalencia publicados, sefialan que el MPVH es un virus ubicuo, mucho més frecuente
de lo que se pensaba en un principio (105, 114, 115). El estudio inicial de van den Hoogen en Holanda,
encontrd que el 25% de los nifios entre 6 y 12 meses de edad tenian anticuerpos frente a este virus y que a la
edad de 5 afios el 95% de los nifios eran seropositivos al MPVH (8). Resultados similares se han publicado en
Israel (115), Canada (104) y China (105).

Aunque un segmento del genoma del BoVH  se detectd en nifios de todas las edades (figura 3), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los diferentes grupos de edades. Es de sefialar que el
93,6 % de los nifios eran menores de 2 afios, lo que sugiere que las infecciones por el BoVH son frecuentes
en los dos primeros afios de la vida.

La mayoria de las investigaciones demuestran que la infeccion por el BoVH es més frecuente en los nifios
menores de 3 afios (256, 280, 281). Hasta la fecha, se han publicado pocos estudios que incluyen muestras
procedentes de adultos, pero los datos disponibles parecen indicar una menor prevalencia de las infecciones
por el BoVH en este grupo de edad (137, 282, 283). Un estudio de seroprevalencia en Japon reveld que esta
es minima entre los 6 y 8 meses de edad y aumenta progresivamente hasta alcanzar el 94% a los 6 afios de
edad (139).

La distribucion mensual del porcentaje de positividad para el MPVH 'y el BoVH en las muestras en las que un
Unico agente fue detectado aparece reflejada en la figura 4. Para el MPVH, se puede apreciar un primer

incremento (20%) en la actividad de su circulacion en el mes de julio del 2010 y un segundo (20%) en
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noviembre del mismo afio. Por otro lado, para el BoVH, solo se detectd un incremento en su deteccion en el

mes de noviembre (21%) (figura 4).
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Figura 4. Distribucion mensual del porcentaje de positividad para el MPVH y el BoVH entre
diciembre 2009 y diciembre 2010.
Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

El 52% (n=13) de la "positividad para el MPVH se detect0 entre los meses de septiembre a diciembre del afio
2010 y un 40 % (n=10) se detectd entre junio y agosto. Con relacidn a las infecciones por el BoVH, el 65,9%
de las muestras positivas (n=31) se detectaron entre los meses de septiembre a diciembre del afio 2010, pero
casos positivos también se diagnosticaron en enero, febrero, y desde junio hasta agosto del propio afio.

En la literatura consultada, solo encontramos una publicacion sobre la deteccién del MPVH en 3 paises de la
region de America Central en los que el clima es subtropical, pero no se analizd la estacionalidad de este
agente (284).

En paises con clima templado, el MPVH posee una distribucion estacional. En estos paises, la mayoria de los
casos de infeccidn por el MPVH se detectan al finalizar el inviemo y comienzo de la primavera, cocirculando
en algunos meses con el VSRH. Sin embargo, pueden encontrarse variaciones al estudiar varias temporadas
consecutivas (95, 285, 286).

Los datos sobre la estacionalidad del MPVH en paises tropicales donde las infecciones por este virus podrian
tener un patron diferente, son muy limitados (287-289). Un estudio reciente en la India reporto que la mayoria
de las infecciones por el MPVH son detectadas durante los meses de julio a noviembre (290) .

Hasta el momento de presentar estos resultados, no existen estudios publicados sobre esta temaética en paises
del area del Caribe. Cuba, por su situacion geografica, posee un clima subtropical y se reconocen dos

74



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

estaciones climéticas: una estacion lluviosa entre los meses de mayo a octubre y una estacion seca
comprendida entre los meses de noviembre hasta abril, con la temperatura promedio més alta en el mes de
julio (30°C) (291). Los resultados del presente estudio sugieren que el patron estacional del MPVH en paises
con clima subtropical como el nuestro pudiera ser diferente, sin embargo esta observacion necesitaria del
andlisis de temporadas sucesivas de infecciones respiratorias.

En la mayoria de las publicaciones procedentes de paises con clima templado y tropical, las infecciones por el
BoVH, aunque ocurren a lo largo de todo el afio, son mas frecuentes durante los meses de inviemo y
primavera. A pesar de esto, se debe tener presente que muchaos de los estudios tienen un disefio retrospectivo y
cuentan con la limitacion de haber incluido muestras colectadas Unicamente durante los meses de inviemo,
coincidiendo con el incremento en la circulacion de la mayoria de los virus respiratorios (266, 292, 293). Enla
literatura consultada no se publican investigaciones sobre la estacionalidad del BoVH en paises con clima
subtropical. Los resultados obtenidos evidenciaron que las caracteristicas estacionales del BoVH son
similares a las del MPVH. No obstante, es arriesgado arribar a conclusiones definitivas sobre la estacionalidad
del BoVVH en Cuba e investigaciones futuras deben contribuir a esclarecer este tema.

Este estudio constituye el primer reporte de la deteccidn de la circulacion de los virus respiratorios emergentes:
BoVH y MPVH, en Cuba v el area del Caribe. Los resultados aportan nuevas evidencias sobre el papel
etiologico de estos agentes en las infecciones respiratorias pediétricas y confirman la distribucion mundial de

los mismos.

IV. 3 Desarrollo de una estrategia de laboratorio para el diagnéstico y estudio de la circulacion de un

virus influenza con potencial pandémico.

IV. 3. 1 Elaboracién de un algoritmo para el diagnostico de virus influenza con potencial pandémico.
Como parte del Plan Nacional para el enfrentamiento de la amenaza de una pandemia por un virus influenza,
en el afio 2005, los LNR fortalecieron sus capacidades diagndsticas para la vigilancia de las IRA virales. La
introduccion de varios ensayos de RCP para el diagnostico de 20 virus respiratorios, incluidos los virus
influenza considerados con mayor potencial pandémico: influenza A (H5NL1), influenza A (H7N7) y el virus
influenza A (HON2) contribuyeron a dicho fortalecimiento.

El 25 de abril del afio 2009 la Directora General de la OMS declar6 Emergencia de Salud Publica de
Preocupacion Internacional y anuncio la emergencia de un virus influenza A (H1NZ) nuevo de origen porcino
con potencial pandémico al que se le denomina actualmente influenza A (HIN1) pdmQ9 (294). El 11 de
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junio, la OMS defini6 el evento epidemioldgico como la primera pandemia del siglo 21 producida por un
virus influenza.
En Cuba, ante este evento epidemioldgico, el 26 de abril del afio 2009, los LNR del IPK elaboraron una
estrategia de vigilancia de laboratorio que se inici6 con la confeccion del documento: “Indicaciones del
Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios del IPK para la colecta de muestras clinicas para el
diagnastico viroldgico y vigilancia de la influenza porcina A (HIN1)" (hombre que se le di6 inicialmente al
nuevo Virus) para su distribucion inmediata a la Red Nacional de Laboratorios de Microbiologia (Anexo 8).
Para su confeccion se tuvieron en cuenta los conocimientos previos sobre los virus influenza estacionales y la
poca informacion disponible en esa fecha sobre el nuevo agente. Estas indicaciones se acompariaron de la
introduccién de un modelo nuevo de colecta de muestra para diagndstico microbioldgico (Anexo 5) y el inicio
de una primera etapa de implementacion del Sistema Nacional de Transporte de muestras para el diagndstico
microbioldgico.
La OMS orientd que el diagnéstico molecular era el método de eleccion para la identificacion del nuevo virus
y sefialé que la amplificacion de segmentos correspondientes a mas de un gen de los virus influenza A era el
procedimiento més apropiado (216).
Inicialmente, el laboratorio designd el método descrito previamente por Casas Yy colaboradores (204) para la
extraccion de cidos nucleicos considerando que permite extraer con eficiencia el &cido nucleico de tipo ADN
y ARN e incluye un control intemo que posibilita chequear el proceso de extraccion, la  reaccion de
amplificacion y evita la notificacion de casos falsos negativos.
El andlisis de la especificidad de los cebadores para la amplificacion de los segmentos de los genes de las
proteinas NP, My HA (205, 214, 215), disponibles en el laboratorio y empleados para la identificacion de los
virus influenza A y subtipo de influenza A (HLN1) evidencié gue los disefiados para los genes de las proteinas
NP y M eran tedricamente capaces de amplificar un segmento correspondiente a estos genes del nuevo virus
influenza. La especificidad de los cebadores para amplificar un segmento del gen de la NP del virus influenza
emergente, podria atribuirse a que fueron disefiados a partir de una region altamente conservada del gen de
dicha proteina, son degenerados y detectan todos los virus influenza A conocidos (205).

Los cebadores especificos para el gen de la HA empleados en el ensayo de TR-RCP para el subtipado de los
virus influenza A (214), capaces de amplificar el gen completo de la HA de los 16 subtipos de virus influenza
A, también evidenciaron especificidad para el nuevo virus. Igual resultado se obtuvo con los empleados en la
RCP anidada multiple para el subtipado del virus infuenza estacional A (HINL).

76



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el periodo 2005-2010

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se establecieron dos definiciones de casos. La primera de ellas
estuvo referida a caso probable; en la que deberian ser incluidos todos los pacientes con resultados positivos al
virus influenza A o virus influenza A (H1) y la segunda referente al caso confirmado. Para esta Ultima se
considero, que en los casos con resultados positivos al virus influenza Ay al virus influenza A (H1), deberia
ser secuenciado al menos uno de los segmentos resultantes de la amplificacion de los genes de laM, NP o HA
para definir si se trataba de un caso confirmado al nuevo virus o por el contrario se trataba de una infeccion por
el virus influenza estacional A (H1).

Con el objetivo de realizar el diagnostico diferencial con otros virus influenza y 13 virus respiratorios se
incluyeron en el algoritmo del laboratorio diferentes ensayos de TR-RCP anidados multiples (205, 206, 212,
213).

En relacion al aislamiento viral, al momento de elaborar el algoritmo diagnostico, la OMS sefialaba que la
sensibilidad de los sistemas convencionales (cultivo de células y aislamiento en huevos embrionados) para el
nuevo Virus era ain indeterminada. Por otro lado, se recomendd que para dicho procedimiento debieran
emplearse medidas de contencion del nivel 111 de seguridad bioldgica, no disponibles en el laboratorio. Sin
embargo, los procedimientos para el diagndstico molecular podrian llevarse a cabo en condiciones del nivel I,
con précticas de laboratorio del nivel 111 de seguridad biologica (216).

Al mismo tiempo que se implementd el algoritmo diagndstico propuesto, se desarrollé y optimizé un ensayo
nacional de TR-RCP especifico para el virus pandémico que amplifica un segmento del gen de la HA de este
agente. El ensayo demostré un 97% de sensibilidad y un 100% de especificidad. La confirmacion de la
identidad de los productos amplificados se realiz6 mediante secuenciacion nucleotidica adicional (217).
Como resultado del analisis previo, en la figura 5 se muestra la estructura del algoritmo diagnéstico empleado
en los LNR para la primera fase del diagndstico y vigilancia del virus influenza A (HINZ1) pdmO9 en el
periodo comprendido entre el 28 de abril y el 17 de julio del afio 2009.
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Figura 5. Algoritmo diagnostico de la primera fase de vigilancia del virus influenza pandémico A
(HIN1) pdm09 en Cuba.
Fuente: LNR, IPK

Al disponer de un protocolo nacional de TR-RCP para el nuevo virus, se realizd una actualizacion del
algoritmo diagnastico empleado en la primera fase que consistié en decidir que la secuenciacion de é&cidos
nucleicos para la confirmacion definitiva de los casos se realizara solamente una vez por semana como control
de la calidad del diagndstico, a la totalidad de los casos con diagndstico clinico de IRAG  los fallecidos por
esta causa a partir del 17 de julio del afio 2009 y hasta el 27 de septiembre del propio afio. Esta actualizacion
conservé el cumplimiento de las orientaciones de la OMS, y fue Util al permitir acortar el tiempo del
diagndstico y garantizar la eficiencia del proceso. En la siguiente figura se muestra el algoritmo de la primera
fase actualizado.
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Leyenda: *Aplicacion de ensayos para diagndstico diferencial con otros virus respiratorios a muestras de
fallecidos y casos de IRAG.

Fuente: LNR, IPK

Como se demuestra en los resultados anteriores, el algoritmo que formd parte de la estrategia diagnostica
disefiada para la vigilancia del nuevo virus pandémico en una primera fase, se basé en el empleo de varios
ensayos de TR-RCP. Este tipo de algoritmo fue el més empleado por los laboratorios que llevaron a cabo la
vigilancia de este agente en varios paises (295-297).

Los métodos tradicionales considerados las “pruebas de oro” para el tipado y subtipado de los virus influenza
A, no pueden ser utilizados para la identificacion de un nuevo subtipo en la practica; debido a la carencia de
los reactivos especificos tanto para la deteccion de Ac como para la identificacion y caracterizacion antigénica
mediante la IH. Los metodos répidos para la deteccion de Ag disponibles, proporcionan resultados en
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aproximadamente 30 minutos, pero poseen baja sensibilidad, requieren de una muestra colectada con calidad
y no distinguen entre los subtipos de los virus influenza A (161).

Los métodos de amplificacion de acidos nucleicos, particularmente los ensayos de TR-RCP, se han
convertido en la herramienta estandar para el diagndstico y la vigilancia de los virus influenza en las Ultimas
dos décadas (168, 298, 299). La ventaja principal de estos métodos es que permiten garantizar los resultados
en un corto tiempo (generalmente menos de 24 horas) sin comprometer la sensibilidad del diagndstico;
aspectos necesarios para la vigilancia de un virus emergente, el manejo eficiente de un brote, la aplicacion
oportuna de un tratamiento antiviral especifico y la implementacion de las medidas efectivas para la profilaxis
y el control.

Es conocido que la amplificacion mediante RCP y el andlisis posterior comparativo de las secuencias
nucleotidicas no solo garantiza la deteccion directa de un agente a partir de una muestra clinica, sino también
permite realizar analisis genéticos retrospectivos para evaluar origen ancestral y evolucion viral (300-302). La
informacion que aporta una secuencia nucleotidica proporciona confiabilidad de un resultado diagndstico y
permite ademés la deteccion oportuna de la circulacion de las variantes virales con posible repercusion clinica
y epidemioldgica, posibilitando realizar tempranamente actualizaciones en los programas de prevencion y
control (303, 304).

El andlisis mediante BLAST (siglas del inglés, Basic Local Alignment Search Tool) del segmento

secuenciado a partir de las muestras positivas de pacientes confirmados en Cuba, mostré un porcentaje de
homologia >96 % al compararlas con las secuencias del virus pandémico detectado en otros paises y
publicadas en la base de datos del GenBank, EpiFlu y GISAID (siglas del inglés, Global Initiative Share
Avian Influenza Data).

Algunas de las secuencias del virus influenza A (HIN1) pdm09 detectado en Cuba, se encuentran
disponibles en el GenBank bajo los nimeros de acceso: HM159409-159418 y HM176606-HM17639.

Al analizar los resultados del procesamiento de 1785 muestras en relacién al tiempo que medié entre la
recepcion de las muestras por los LNR Y la notificacion de los resultados durante la aplicacion del algoritmo
diagndstico establecido para la primera fase, es de destacar que el promedio de dias fue de 1,4 dias. En el 92,5
% (n=1652) de las muestras estudiadas, la notificacion de los resultados del laboratorio se produjo en 2 dias o

menos. El rango de dias fue de 1-8. En la tabla 19 se muestran los resultados de este analisis.
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Tabla 19. NUmero de muestras procesadas segun el nimero de dias que medié entre la recepcion de
la muestra y la notificacion del resultado de laboratorio.

Dias No de muestras (%6)
<24 horas 53 (29)
1 1193 (66,8)
2 406 (22,7)
3 99 (5,5)
4 21(1,1)
5 502
6 6(0:3)
8 2(0,1)
Total 1785

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

Se disefio un algoritmo diagnostico para una segunda fase de la vigilancia del virus influenza pandémico
favorecido por la voluntad politica del gobiemo y el apoyo de la OPS. En el mismo se realizd la introduccion
de un equipo homogenizador de muestras de tejidos, un extractor automatico de acidos nucleicos, un equipo
de RCP en tiempo real y un protocolo especifico para el nuevo virus, que posibilité acortar aun méas el tiempo
del diagnostico, procesar un mayor nimero de muestras, automatizar e incrementar la sensibilidad del
algoritmo diagnastico (figura 7).

El protocolo de TR-RCP en tiempo real introducido en esta nueva fase, fue el recomendado por la OMS para
el diagndstico y la vigilancia del virus pandémico, desarrollado por el CDC, (siglés del inglés, Center for
Diseases Control y distribuido a los CNI a través de la OMS. Es de destacar que el mismo incluye 4
reacciones de amplificacion independientes. La primera de ellas permite la amplificacion de un segmento del
gen de la proteina M de los virus influenza A de cualquier especie (aviar, porcina, humana), la segunda
amplifica un segmento del gen de la HA de los virus influenza A de origen porcino de cualquier subtipo, y la
tercera amplifica un segmento del gen de la HA del virus pandémico. Ademas, el ensayo incluye un juego de
cebadores para la amplificacion especifica de un segmento del gen RNase P humano presente en todas las
Células del organismo que permite controlar la eficiencia del proceso de extraccion y evita la notificacion de
resultados falsos negativos. Teniendo en cuenta que el ensayo garantiza la identificacion de todos los virus

influenza A, permitié mediante la posterior aplicacion de los ensayos de TR-RCP anidada para el subtipado
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de estos agentes, monitorear la circulacion de los virus influenza estacionales: A (H3N2) y A (HIN1), o por el
contrario detectar los virus influenza A no subtipables que podrian constituir una alerta por la posible

emergencia de un subtipo nuevo. El ensayo se realizo utilizando el estuche comercial SuperScript 111 Platinun

One Step Quantitative (Invitrogen), el cual garantizo la reaccion TR-RCP en un solo paso y posibilito realizar

el protocolo establecido en el equipo disponible de modo rapido, permitiendo obtener resultados en un tiempo
aproximado de 45 minutos.
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Figura 7. Algoritmo diagnéstico de la segunda fase para la vigilancia del virus influenza A (H1IN1)
pdmO09 en Cuba.

Leyenda: *Aplicacion de los ensayos para diagnostico diferencial con otros virus respiratorios a muestras de
fallecidos y casos de IRAG.

Fuente: LNR, IPK

IV. 3. 2 Deteccidn y estudio de la circulacion del virus influenza pandémico.
El 28 de abril del afio 2009 se inicid la recepcion por los LNR de las primeras muestras clinicas de los casos

sospechosos de infeccidn por el virus pandémico y se implemento el algoritmo de diagndstico propuesto. El 4
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de Mayo se recibi6 la primera muestra de un caso sospechoso de infeccion por influenza pandémica
colectada de un viajero procedente de IMéxico. Dos dias después se notifico el primer caso confirmado por el
nuevo Vvirus que determind la alerta a las autoridades nacionales de salud para la puesta en marcha de las
acciones de prevencion y control incluidas en el Plan Nacional de enfrentamiento del virus influenza A
(HINZ) pdm0o.

Al igual que en Cuba, la deteccion temprana de la infeccidn por el virus pandémico en otros paises estuvo
relacionada con viajeros procedentes de IMéxico. En relacion a esta observacion, se reporto una correlacion
significativa entre pasajeros de lineas aéreas procedentes de Mexico y el nimero de casos confirmados (305,
306).

Una de las primeras medidas de prevencion y control implementadas en Cuba, fue la cuarentena aplicada a
estudiantes que viajaron a La Habana procedente de México, entre los que se encontraban el primer caso
confirmado por el laboratorio (307). Posterior a la notificacion de este caso, entre el 7 y el 13 mayo del afio
2009, se realiz6 un estudio conjunto con la DNE del MINSAP en la institucion designada para la cuarentena
mediante el cual se colectaron y procesaron por el algoritmo diagnéstico propuesto para la primera fase, un
total de 64 muestras clinicas respiratorias. Los resultados permitieron detectar 3 casos nuevos confirmados de
infeccion por el virus pandémico. La deteccidn de la excrecion viral hasta el décimo dia posterior a la fecha del
inicio de los sintomas, se considerd un hallazgo relevante marcador de una diferencia con los virus influenza
estacionales. Al mismo tiempo, indicaba la necesidad de modificar algunas medidas de prevencion y control.
La existencia de la co-circulacion del nuevo virus con los virus influenza estacionales, asi como la efectividad
del tratamiento antiviral impuesto como medida de prevencion y control, fueron otros resultados derivados de
este primer estudio. La confirmacion mediante secuenciacion nucleotidica de los primeros casos, evidencio la
sensibilidad y la especificidad del diagndstico.

El monitoreo de la circulacion de los virus influenza a partir de la semana epidemioldgica (SE) 23 (7 al 13 de
junio del afio 2009) (figura 8), evidencio un incremento en la positividad al virus pandémico en muestras
clinicas procedentes de los brotes comunitarios y en instituciones escolares. A partir de este momento, este
agente se convirtié en el virus influenza circulante predominante, evidenciando su transmision sostenida en
Cuba y corroborando el carécter tipicamente explosivo de la circulacion de los virus influenza descrito en la
literatura cientifica mucho mas notorio al tratarse de un virus nuevo para el cual la poblacion carece de
inmunidad (146, 308).
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Figura 8. Distribucion de las muestras positivas a los virus influenza por semanas epidemioldgicas,
Cuba 2009.
Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

Como se observa en la figura 8, el virus estacional influenza A (H1NL1) se detect6 en la circulacion hasta la SE
27, (5]julio al 17 de julio). Este resultado se corresponde con el desplazamiento de la circulacion de este agente
por el virus pandémico y coincide con lo sucedido en eventos pandémicos anteriores atribuidos a los virus
influenza en los cuales el nuevo virus ha desplazado de la circulacion a la variante viral anterior (309). Este
fendmeno de desplazamiento fue reconocido en todo el mundo seguin el reporte oficial de la OMS (310).
Dada la tasa elevada de mutaciones y la emergencia continua de linajes genéticos nuevos de los virus
influenza, no esta esclarecido por qué los virus influenza A pandémicos reemplazan los subtipos de virus
influenza estacionales existentes. Al respecto; se ha planteado la existencia de una inmunidad heterosubtipica
transitoria, capaz de conferir proteccion cruzada entre diferentes subtipos de virus influenza por un periodo
breve de tiempo, entorpeciendo temporalmente la infeccion de un individuo por cepas diferentes (311, 312).
Se ha postulado que durante las pandemias, una fraccion importante de la poblacién infectada por el virus
nuevo queda transitoriamente inmunizada contra los subtipos previamente circulantes, reduciendo
criticamente el nimero de susceptibles, lo cual conduce paulatinamente a la extincion del virus estacional
(313). Dado que el subtipo A (H1N1) estacional comparte mayor nimero de epitopes con el virus pandémico
que el subtipo A (H3N2), es posible que el fendmeno antes descrito sea mas importante para el virus
estacional A (H1IN1) que para el A (H3N2), lo cual explica el efecto desigual del virus pandémico sobre éstos
(314, 315).
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Entre el 28 de abril del afio 2009 y el 10 de agosto del afio 2010, periodo que delimita la vigilancia de la
primera pandemia del presente siglo, los LNR procesaron un total de 14 510 muestras procedentes de casos
esporéadicos, brotes, pacientes con IRAG 'y fallecidos, sospechosos de infeccidn por el virus influenza A
(HIN2) pdmO09 de todo el pais y con edades comprendidas entre 10 dias de nacido y 103 afios de edad.

Hasta el 10 de agosto del afio 2010, cuando la OMS declaro finalizada la actividad pandémica del virus
influenza A (HIN1) pdmQ9 (316), se confirmaron un total de 1805 muestras positivas al nuevo virus en
Cuba. En la figura 9 se muestra el comportamiento de la tasa de incidencia del virus pandémico en las
diferentes provincias del pais segun la division politica administrativa vigente hasta esa fecha. Como se

muestra, en todas las provincias se confirmaron casos de infeccion por el virus influenza pandémico.
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Figura 9. Tasa de incidencia de influenza pandémica segin provincia. 28 abril 2009 al 10 de agosto
2010.

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

La provincia con la mayor tasa de incidencia fue Ciudad de la Habana, seguida por la provincia Las Tunas.
No es objetivo del presente trabajo ni poseemos datos suficientes para analizar el cumplimiento de las
estrategias orientadas en el Plan Nacional de enfrentamiento que pudieran haber influenciado en la

distribucion desigual de la tasa de incidencia para el nuevo virus en las diferentes provincias. Sin embargo, hay
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que sefialar que la Ciudad de la Habana, es la provincia con menor extension territorial pero con mayor
numero de habitantes del pais (méas de 3 millones) y con un 100% de la poblacién urbana (222). La misma
constituye un importante polo turistico y posee el aeropuerto y puerto de mayor tréfico aéreo y comercial, lo

que incrementa su vulnerabilidad para eventos de salud como el que describimos.

Tabla 20. Distribucion y porcentaje de muestras confirmadas a influenza A (HIN1) pdm09 en Cuba

segun condiciones clinica-epidemiologicas.

Condicion Muestras Casos
clinica- epidemiologica procesadas confirmados % Positivos V*alor de
p
viajero 1224 180 99 001
ETI 5601 830 459 0,00
IRAG 4369 247 136 0,00
brote 149% 325 18 0,00
embarazo 1047 140 77 034
fallecido 773 83 45 014
Total 14510 1805 122

Leyenda: " Prueba de X*. Significativo valor de p<0,05
Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

Se demostrd asociacion estadisticamente significativa entre la confirmacion de la infeccion por el virus
pandémico y la condicion de ser viajero (p=0,01), presentar diagnéstico clinico de ETI (p=0,00) o IRAG
(p=0,00) y en las muestras colectadas para el estudio de brotes (p=0,00) (tabla 20).

En la actualidad, numerosos articulos relacionados con el impacto social y econémico de la pandemia por el
virus influenza A (HIN1) pdm09 sobre los sistemas de salud, indican que la misma fue de una intensidad leve
a moderada, con indices de morbilidad, hospitalizacion y letalidad inferiores a cualquiera de las pandemias
previas y con caracteristicas clinicas y una dinamica de transmision similares a la influenza estacional (segin
tasa de ataque secundario y periodo de incubacion). Sin embargo, fue significativo el reporte de embarazadas

afectadas experimentando cuadros severos y fatales a nivel mundial, los indices altos de morbilidad en adultos
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jovenes, el empleo del cierre de escuelas como medida de control y las afectaciones econdmicas
experimentadas por algunos paises (317-319).

Algunas caracteristicas viroldgicas del virus influenza A (HIN1) pdm09 podrian explicar su comportamiento
menos Virulento en comparacion con virus pandémicos previos. Se sugiere la ausencia de marcadores de
virulencia como la presencia de multiples amino&cidos en la region de escision de la HA o la sustitucion de
&cido glutdmico por lisina en la posicion 627 de la proteina PB2 que estuvieron presentes en los virus
pandémicos previos. Ademas, a diferencia de los agentes causales de las pandemias anteriores, el nuevo virus
pandémico no contiene la proteina accesoria PB1-F2, considerada un factor promotor de apoptosis,
estimulador de la inflamacion y vinculado a una mayor severidad de la infeccion. Por Gltimo, el virus
demostro ser resistente a las drogas antivirales inhibidoras de M2. Sin embargo, evidencié ser sensible a las
inhibidoras de la NA. Esto posibilito el empleo eficaz y oportuno de estas Ultimas en la profilaxis y el control
de la infeccion por el nuevo virus, disminuyendo la transmision, el nimero de casos graves en la poblacion de
riesgo y por consiguiente el nimero de casos fatales (320, 321).

Como resultado del monitoreo de la circulacion del virus influenza emergente en Cuba, quedd evidenciado
que el porcentaje de positividad para este agente mostro un primer incremento de su circulacion entre las SE
38 (18 al 24 de septiembre) y la 41 (9 al 15 de octubre) del afio 2009 y circuld simultineamente con el virus
influenza estacional A (H3N2) (figura 10). Este periodo coincidid con el inicio del curso escolar y un total de
298 y 220 muestras clinicas fueron positivas a influenza A (HIN1) pdm09 e influenza A (H3N2),
respectivamente.

A finales del mes de marzo del afio 2010 (SE 12), comenzd un segundo incremento de la circulacion del virus
pandémico, con una co-circulacion minima con otros virus influenza (figura 10). Un total de 303 muestras
fueron confirmadas al nuevo virus entre las SE 13 a la 16 (29 de marzo al 25 abril). Este incremento en su
circulacion se extendid en el tiempo, llegando a ser notificados 578 casos confirmados entre los meses de abril
y mayo.

Analizando los datos del laboratorio representados en la figura 10 y su asociacion con los datos de morbilidad,
podemos afirmar que en nuestro pais tuvieron lugar dos olas epidémicas del virus influenza A (HIN1)
pdm09. La primera de ellas se asocié con una cifra de 1 826 596 atenciones médicas por IRA entre las SE 34
(22 al 28 de agosto del 2009) a la 44, (30 de octubre al 6 de noviembre) segun el reporte de la DNE del
MINSAP. Durante el primer semestre del 2010 las cifras de atenciones médicas por IRA alcanzaron valores
por encima de igual periodo del afio 2009, particularmente durante las SE 13 a la 16 (29 de marzo al 25 abril)
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donde se notificaron 550 872 atenciones médicas, lo que consideramos expresion de la segunda ola epidémica

en Cuba.
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Figura 10. Distribucion de la positividad semanal a virus influenza por semanas epidemiolégicas, abril
2009-agosto 2010, Cuba
Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK

En la literatura consultada, se describe que ocurrieron dos olas pandémicas durante la circulacion del virus
influenza A (HIN1) pdm09 en el mundo. La segunda de ellas con un impacto que se considera
aproximadamente la mitad de la primera ola en la mayoria de los paises. La diferencia principal radicé en el
momento en que tuvieron lugar. Para los paises del hemisferio Sur, la primera tuvo lugar entre los meses de
junio y agosto del afio 2009, y la segunda menos intensa, entre los meses de enero y febrero del afio 2010. Es
de sefialar que durante la segunda ola pandémica, un nimero limitado de paises mantenian la notificacion a la
OMS. En cambio, para los paises del hemisferio Norte, la primera ola se registré durante los meses de octubre
y noviembre, de la misma manera que ocurrié en Cuba y la segunda de menor intensidad en comparacién con
la del hemisferio Sur, entre los meses de marzo y abril (322-325). En relacion con estos hechos, merece ser
mencionado que en el enfrentamiento de la primera pandemia de este siglo estaban disponibles un antiviral
especifico para el control y la prevencion de la infeccion y una vacuna efectiva y segura se obtuvo para el
nuevo Virus en un periodo no mayor de 6 meses posterior a la emergencia de este agente. Una estrategia de

vacunacion dirigida a proteger a los grupos poblacionales més vulnerables (embarazadas, nifios, adolescentes
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y adultos jévenes con factores de riesgo, profesionales de la salud, entre otros) permitié mitigar el impacto de
lasegunda ola en la salud publica mundial (326-328).

Al resumir los resultados de este estudio, consideramos que el algoritmo diagnostico elaborado por los LNR
del IPK, demostrd ser efectivo para la identificacion temprana de un virus respiratorio emergente pandémico
en Cuba, permitiendo poner en préctica las medidas de prevencion y control de forma oportuna. Al mismo
tiempo, posibilitd llevar a cabo un monitoreo seguro de su circulacion. El desarrollo de un protocolo nacional
de TR-RCP especifico para el virus influenza pandémico, incluido en el algoritmo, fue Util en la fase inicial,
cuando los recursos eran limitados y a diferencia de otros paises, no estaba disponible el protocolo de TR-RCP
en tiempo real recomendado por la OMS. Esto fue posible el encontrarse disponibles tempranamente las
secuencias nucleotidicas del nuevo virus e indica la necesidad e importancia de hacer publicas tempranamente
toda la informacion posible sobre un virus emergente para enfrentar eventos futuros.

El gran nimero de muestras procesadas Y la notificacion de los resultados del diagnostico en corto tiempo,
impact6 positivamente en el manejo clinico de los casos, el inicio precoz del tratamiento antiviral efectivo, el
nimero de casos secundarios, el nimero de hospitalizaciones y la estadia hospitalaria. Por otra parte,
contribuyo al fortalecimiento de los conocimientos sobre las caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y

virologicas del virus pandémico.
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V. DISCUSION GENERAL

A pesar de los logros obtenidos frente a las enfermedades infecciosas, surgen brotes nuevos de EIE o poco
conocidas, 0 bien otras que se creian vencidas y que reemergen, ocasionando problemas de salud publica y se
requiere que médicos clinicos, epidemidlogos, microbidlogos y profesionales de la salud plblica trabajen
juntos y sistematicamente para prevenir las enfermedades infecciosas y detectar tempranamente  cualquier
evento sanitario inesperado (31).

Como primer objetivo del presente estudio nos propusimos identificar la posible etiologia viral de un brote
de SFAI ocurrido en La Habana, en el mes de julio del afio 2005 que afect6 a pacientes pediatricos.
Mediante la caracterizacion clinica de los pacientes estudiados, el empleo de diferentes ensayos de
amplificacion de acidos nucleicos (TR-RCP anidada multiple y RCP anidada muiltiple) para el diagndstico de
virus influenza A, influenza B, influenza C, VSRH Ay B, AdVH, VPl tipo 1-4, CoVH OC43, CoVH 229E,
RV y EV, asi como la posterior secuenciacion de &cidos nucleicos para la confirmacion y caracterizacion del
agente especifico; fue posible conocer que dos eventos individuales clinicamente distintos asociados a los
AdVH tuvieron lugar en pacientes pediétricos atendidos en tres hospitales de La Habana .

El primero de estos eventos lo constituy un brote severo de miocarditis aguda, en el que 8 nifios fallecieron y
el andlisis anatomopatoldgico confirmd el diagnastico clinico y la posible etiologia viral de esta afeccion. La
deteccion y posterior identificacion mediante secuenciacion nucleotidica del genoma viral del adenovirus C
serotipo 5 en el tejido de musculo cardiaco de 6 (75%) de estos nifios nos permite considerar a este agente,
como el causal de dicho evento. Existen reportes sobre la deteccion frecuente de los AdV en casos
esporadicos de miocarditis (38, 225), sin embargo su identificacion como causa de brotes no es comun (42).
Este hallazgo confirma la necesidad de ampliar el rango de los agentes a estudiar en la etiologia de brotes de
miocarditis aguda. La presentacion clinica de los 8 casos estudiados fue severa, acompafiada de
descompensacion cardiaca aguda que progresé a la muerte y 5 (62,5%) de ellos presentaban un antecedente
patoldgico subyacente, confirmando que los factores del hospedero son condiciones de riesgo para las formas

severas de una enfermedad (38, 329).
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Dos de los pacientes fallecidos a consecuencia de miocarditis aguda de posible etiologia viral resultaron
negativos a los agentes investigados. Varias hipotesis han tratado de explicar la no deteccion de los agentes
infecciosos en pacientes con miocarditis como las relacionadas con el mimetismo antigénico, una respuesta
inmune eficiente al momento de la colecta de la muestra, los mecanismos autoinmunes, los métodos de
diagnéstico empleados, la correlacion con los hallazgos clinicos e histopatolégicos y el momento de la
enfermedad en que la muestra es colectada (223).

Los resultados constituyen el primer reporte de la deteccion de los AdVH en un brote de miocarditis aguda en
Cuba. Sin embargo, tomando en cuenta que la miocarditis es una enfermedad inflamatoria en la que los
agentes infecciosos y los actuales conocimientos sobre inmunopatogenia viral estan estrechamente
relacionados, resultan necesarias investigaciones futuras sobre los mecanismos fisiopatolégicos de los cuadros
severos en los cuales los factores ambientales, las variaciones genéticas de los individuos, la virulencia de los
agentes u otros pueden estar involucrados.

El andlisis de otros resultados obtenidos en este estudio, permite plantear que un segundo evento tuvo lugar
como parte del estudio etiolégico del brote de SFAM, en el cuél se detectd ADN de AdVH en 17 (80,9%) de
las 21 muestras de ENF colectadas de pacientes con sintomatologia clinica predominantemente
gastrointestinal. Para estas muestras, la secuenciacion parcial de &cidos nucleicos de un segmento de la
proteina del hexdn de AdVH a partir de 9 (52,9%) de estas muestras permitié identificar en el 100% de ellas a
los AdVH de la especie D. No fue posible la asignacién del serotipo especifico de AdVH de la especie D
detectado en los pacientes estudiados, probablemente debido a que los datos de las secuencias analizadas (370
nucledtidos) son limitados a una region altamente conservada de la proteina del hexon para el estudio de los
32 serotipos pertenecientes a esta especie Y la posibilidad de reconocer recombinantes. No obstante, el método
empleado en el estudio fue descrito y validado previamente para la identificacion a partir de muestras clinicas
de diferentes especies y serotipos de AdVH en muestras de pacientes con diferentes sindromes, llegando
incluso a la identificacion de asociaciones clinicas poco frecuentes (74). A pesar de lo anteriomente planteado
consideramos que la especie D de AdVH estuvo involucrada en la etiologia de este segundo evento en nifios
presuntamente inmunocompetentes. Por otra parte, los reportes recientes sefialan la ocurrencia de eventos
recombinantes entre varios serotipos de los AdVH y los pertenecientes a la especie D aparecen como los mas
susceptibles de experimentarlos. Algunos de los eventos recombinantes han ocasionado la emergencia de un
serotipo nuevo, un serotipo conocido pero con diferente tropismo y manifestaciones clinicas, asi como
variantes genéticas con distribucion geografica desigual y virulencia asociada (17, 18, 242). Probablemente, la
identificacion inusual de los AdVH de la especie D en esta investigacion, podria significar la circulacion en
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Cuba de una variante genética nueva. Otras investigaciones dirigidas a la caracterizacion molecular del
genoma completo de esta variante detectada en nuestro pais, y estudios para evaluar determinantes de
virulencia, son imprescindibles para esclarecer este hallazgo.

Analizando de manera integral los resultados alcanzados en el estudio etiologico del SFAI consideramos que
tuvieron lugar en La Habana, en el mes de julio del afio 2005 dos eventos clinicos individuales y el empleo de
las herramientas de biologia molecular permitié identificar a dos especies de los AdVH en la etiologia de los
mismos. Ambaos eventos estuvieron relacionados en el tiempo e influenciados por las condiciones naturales
adversas debidas al paso de un Huracan por la costa Norte del Oeste de nuestro pais. Esto repercutio
negativamente en las condiciones higiénicas y sanitarias de manera transitoria, favoreciendo el incremento de
la morbilidad por enfermedades infecciosas e interactuando con factores inherentes al individuo y al agente.
Esta interaccion entre agentes patdgenos y sus hospederos, y su asociacion a factores biologicos inherentes al
agente u hospederos, factores ambientales y sociales son determinantes en la emergencia o la re-emergencia
de las enfermedades infecciosas (30).

Desde el comienzo del presente siglo, varios virus respiratorios han sido descubiertos como agentes
emergentes causantes de IRA con importancia clinica y epidemioldgicas diferentes (8-11). Se requiere de
oportunidad y capacidad para la identificacion de los nuevos agentes circulantes y la consecuente
implementacion de las estrategias efectivas de prevencion y control que contribuyan a minimizar su impacto
en lasalud publica.

El segundo objetivo del presente estudio estuvo encaminado a identificar la circulacion de dos virus
respiratorios emergentes (MPVH y BoVH) en nifios < 5 aiios de edad con diferentes tipos de infeccion
respiratoria aguda mediante un ensayo de TR-RCP anidado multiple optimizado.

Mediante varios experimentos se logré la optimizacion en el laboratorio de un ensayo de TR-RCP miltiple
anidado para el diagnéstico de VSRH, MPVH y BoVH, con resultados de sensibilidad comparables a los
reportados por otros autores, incluyendo a algunos que evaluaron protocolos de TR-RCP en tiempo real (248,
330).

El ensayo de TR-RCP muiltiple anidado optimizado, permitio fortalecer la capacidad diagndstica del
laboratorio e identificar la circulacion de MPVH y BoVH por primera vez en Cuba en nifios con IRA,
contribuyendo de esta forma a identificar la etiologia de infecciones, en las que no habia sido posible
identificar agente viral alguno.

EI MPVH se detectd como Unico agente en el 17,3 % de las muestras con infecciones simples, predominando

en los nifios con edades comprendidas entre 1y 2 afios (56%). Se evidencio asociacion estadisticamente
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significativa de la infeccién por este agente con varios tipos de ITRI (p=0,00), resaltando el diagnéstico
clinico de bronquiolitis (p=0,00).

La deteccion del BoVH (32,6%) como Unico agente en pacientes en los que solo se identificd un agente viral
y su asociacion significativa con ITRS (p=0,00) y el diagnastico de neumonia (p=0,02) confirman su papel
en la etiologia de las IRA a pesar de lo controversial que ha resultado la asignacion de un papel patogénico
para este agente dada la frecuencia en que coinfecta con otros virus respiratorios y la dificultad para demostrar
los postulados de Koch (278, 331). Aungue el genoma del BoVH se detectd en nifios de todas las edades (0
a5 anos), el 76,5 % de estos eran menores de 1 afio, lo que evidencia que las infecciones por este agente son
frecuentes en el primer afio de vida, lo que coincide con los reportes internacionales (121, 138, 280).
Considerando los estudios publicados hasta la actualidad, a los que se adicionan los resultados presentados,
consideramos que el MPVH y el BoVH son agentes causales de IRA indistinguibles clinicamente de las
producidas por otros virus respiratorios y con una repercusion clinicamayor en los tres primeros afios de vida.
El MPVH posee una replicacion lenta y es posible aislarlo en muy pocas lineas celulares, pudiendo demorar
hasta 21 dias (98). El BoVH es un virus no cultivable hasta la fecha (119). El método de amplificacion de
acidos nucleicos como el empleado en este estudio (TR-RCP anidado multiple), constituye la herramienta
idonea para la identificacion sensible de estos agentes.

Finalmente, se ha demostrado la circulacidn en nuestro pais de dos virus respiratorios emergentes (MPVH y
BoVH) en nifios con IRA. Esta afirmacion, confirma la importancia de incrementar el nimero de virus
respiratorios que deben ser incluidos en los sistemas de vigilancia de las IRA v la utilidad de los ensayos
moleculares para estos propositos. Sin embargo, una proporcion significativa de las muestras respiratorias
estudiadas aun permanecen negativas y otros virus emergentes como los nuevos coronavirus humanos
CoVH NL63, CoVH HKUL y poliomavirus pudieran estar presentes, por lo que otros métodos diagndsticos
nuevos deberan ser desarrollados.

Los virus influenza son ejemplo de la constante interaccion entre el hombre y los procesos evolutivos que
tienen lugar en los agentes microbianos para adaptarse a sus hospederos, que a su Vez sirven como reservorios
naturales y donde diversos factores biologicos, ambientales y sociales determinan que un virus nuevo se
adapte a un nuevo hospedero y sea capaz de producir enfermedad de consecuencias impredecibles como lo
demuestra la ocurrencia antes del afio 2009 de tres pandemias por los virus influenza (146). Esta afirmacion
indica la necesidad de que la comunidad cientifica desarrolle estrategias diagndsticas para la vigilancia e
identificacion temprana de un virus influenza pandémico haciendo uso del desarrollo cientifico y tecnoldgico
disponible en la actualidad.
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Sobre esta base, se cumplimentd un tercer objetivo en la presente investigacion dirigido a desarrollar una
estrategia de laboratorio para el diagndstico y estudio de la circulacion de un virus influenza
pandémico en Cuba.

En marzo del afio 2009, un brote inesperado de enfermedad respiratoria ocurrié en México y Estados Unidos
(280). El agente causal identificado fue un virus influenza A (H1N1) de origen porcino con capacidad para
trasmitirse eficientemente entre humanos Yy cuyo origen fue resultante de eventos de reordenamientos de
segmentos de genes de virus de influenza porcina, humana y aviar (332). La OPS y la OMS ante este evento
declararon el inicio de una vigilancia global integral para enfrentar la primera pandemia del siglo 21
producida por un virus influenza (294).

En Cuba, siguiendo las recomendaciones de la OMS (216), se elaborord una estrategia de diagnostico y
vigilancia mediante el empleo de los ensayos de TR-RCP disponibles, el desarrollo de un protocolo nacional y
la implementacion de la secuenciacion nucleotidica como método para la confirmacion de los casos, y que
incluyd ademés la creacion de dos definiciones de caso segun los resultados de laboratorio. Mediante las
herramientas de la bioinformética, se demostré que tedricamente, los ensayos disponibles eran capaces de
detectar al nuevo virus y un algoritmo diagndstico cumplimentado en dos fases demostré ser sensible y
especifico para la deteccion temprana de la circulacion de este agente en Cuba. La inclusion de la
secuenciacion de acidos nucleicos en el algoritmo diagndstico proporciond seguridad del resultado y aunque
no fue objeto de este estudio permitié monitorear la circulacion de variantes virales.

La automatizacion del algoritmo diagndstico en la segunda fase, permitié acortar el tiempo del diagndstico,
procesar un mayor nimero de muestras, aumentar la sensibilidad y hacer comparables nuestros resultados con
los reportados por otros paises.

Al concluir el periodo que delimita la vigilancia de la primera pandemia del presente siglo en el mundo, los
LNR procesaron un total de 14 510 muestras procedentes de casos esporadicos, brotes, pacientes con IRAG y
fallecidos sospechosos de infeccion por el virus influenza A (HINZ1) pdm0O9 de todo el pais y un total de 1805
muestras fueron positivas a este agente. La deteccion del nuevo virus se asocié significativamente a la
condicion de ser viajero (p=0,01), al estudio de brotes (p=0,00), el diagnastico clinico de ETI (p=0,00), e
IRAG (p=0,00) y un 7,7% de las muestras tomadas de pacientes gestantes resultaron positivas al virus
pandémico.

La deteccion del virus influenza A (HIN1) pdmQ9 en viajeros de manera significativa es reflejo de la
vigilancia intensiva sobre esta poblacion a la que se identifica como uno de los factores més importantes en la
emergencia y re-emergencia de las enfermedades infecciosas.
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Algunas caracteristicas biologicas del nuevo agente como la ausencia de marcadores de virulencia explican su
comportamiento menos virulento (causa de enfermedad leve en el mayor porcentaje de los casos) en
comparacion con los virus pandémicos y los virus de influenza estacional (320, 333). Sin embargo existen
autores que plantean que el virus A (HINZ1) pdm09 posee una mayor patogenicidad y transmisibilidad que las
cepas estacionales. Para sustentar estos planteamientos sefialan que el nuevo agente es capaz de unirse a
receptores de acido siélico o 2,3 localizados en las células del tracto respiratorio inferior, mientras que los virus
estacionales solo reconocen el enlace a 2,6 frecuente en el tracto respiratorio superior. Esto sugiere que los
pacientes infectados con el virus pandémico pueden experimentar mayor compromiso pulmonar y severidad
del cuadro lo que explicaria su asociacion significativa con la IRAG (320). Al mismo tiempo, la inoculacion
del virus influenza A (HLNZ) pdm09 en animales de experimentacion demostré en los mismos, el desarrollo
de signos y sintomas mas severos que los inoculados con virus de influenza estacional (334).

El escenario de las EIE contintia siendo complejo. Los virus influenza contindian evolucionando y permanece
latente la circulacion del virus influenza aviar A (HSN1) que ha demostrado poder cruzar la barrera de especie
infectando esporéadicamente a humanos en diferentes regiones del mundo (20). Cuando y en que lugar puede
emerger un virus de influenza pandémica nuevo, no s posible predecir.

No se puede cambiar la capacidad evolutiva de los microorganismos para causar enfermedades en el ser
humano, pero si es posible modificar la conducta humana, en su concepcion mas amplia, a la luz de los
conocimientos sobre las enfermedades infecciosas resultantes de las investigaciones. Solamente de esta
manera, podremos aminorar el impacto negativo de las enfermedades infecciosas sobre las sociedades
humanas presentes y futuras.

Continuar el fortalecimiento de las capacidades de los LNR haciendo uso de la tecnologia que hoy
disponemos, desarrollando  métodos  diagndsticos nuevos  sensibles, actualizando o modificando
periodicamente los disponibles, garantizaremos la continuidad del desarrollo cientifico-técnico que hoy nos
permitio conocer que algunos Virus respiratorios emergentes circularon en Cuba asociados a diferentes

cuadros clinicos y eventos epidemioldgicos.
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VI. CONCLUSIONES

o El brote de Sindrome Febril Agudo Inespecifico ocurrido en La Habana, en el mes de julio del afio
2005 estuvo constituido por dos eventos individuales para los cuales los AdVH se identificaron como los
agentes etiologicos.

o La especie C serotipo 5 de los AdVH se identific por primera vez en Cuba, como el agente causal de
un brote de miocarditis fatal en la poblacion pediatrica.

o La identificacion inusual de los AdVH de la especie D en nifios presuntamente inmunocompetentes
con sintomatologia gastrointestinal sugiere la posible circulacion en Cuba de variantes de este agente
reportadas a nivel mundial y deben tomarse en cuenta para eventos epidemioldgicos futuros.

o El ensayo de TR-RCP anidado muiltiple optimizado, posibilitd la identificacion sensible y especifica
de la circulacion por primera vez en Cuba de dos virus respiratorios emergentes (Metapneumovirus y
Bocavirus humano).

J La deteccion de MPVH y BoVH en nifios <5 afios de edad asociados significativamente con
infecciones de las vias respiratorias inferiores confirma el papel de estos agentes en la etiologia de las IRA en
edades tempranas de la vida.

o El algoritmo de diagnéstico molecular desarrollado para la vigilancia de la influenza pandémica en
Cuba resulto ser util para la identificacion oportuna de la circulacion del virus influenza A (HIN1) pdmQ9
constituyendo una estrategia a seguir para eventos pandémicos futuros.

o El virus influenza A (HINZ1) pdm09 circul6 en todo el pais asociado a un curso clinico de leve a
moderado Yy experimento dos picos de actividad en su circulacion relacionados con altos indices de atencion
médica.
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VII. RECOMENDACIONES

1 Caracterizar mediante una estrategia diferente de secuenciacion nucleotidica los AdVH de la especie D
identificados como agentes etiologicos de un brote de Sindrome febril y manifestaciones gastrointestinales
ocurrido en La Habana en julio del afio 2005.

2. Realizar estudios integrales clinicos, epidemioldgicos y viroldgicos durante varios afios consecutivos
que contribuyan a esclarecer las caracteristicas del Metapneumovirus humano y el Bocavirus humano.

3. Desarrollar e introducir en la practica del laboratorio nuevos ensayos de diagnéstico molecular para la
identificacion retrospectiva y prospectiva de la circulacion de otros virus respiratorios emergentes (CovH
NL63 y HKU1, nuevos poliomavirus) en Cuba.

4. Realizar investigaciones retrospectivas clinicas, epidemiologicas y viroldgicas de la circulacion del

virus influenza (H1IN1) pdm09 a nivel local y nacional.
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Anexo 2

Caracteristicas de los cebadores empleados en la reaccion de TR-RCP anidada muiltiple para la deteccion de
influenza A, B, C, AdVHYy VSRH Ay B.

Especificidad Nombre y secuencia del cebador 5-3 Gen Posicién
del cebador Diana
Reaccion TR-RCP

Influenza Ay C INF AB1-Positivo NP (A) 319-347
GAACTCRTYCYWWATSWCAAWGRRGAAAT (C) 346-374

Influenza B INF B1-Positivo NP 217-242
ACAGAGATAAAGAAGAGCGTCTACAA

Influenza A, B y INFABC1-Negativo NP (A)1040-1009

C ATKGCGCWYRAYAMWCTYARRTCTTCAWAIG (B) 1208-1177
C (C) 1084-1053

VSRHAYB VSRAB-Positivo F 1-37
ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT

VSRHAyYB VSRAB-Negativo F 737-705
AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATT
C

AdVH ADV1-Positivo CAACACCTAYGASTACATGAA Hexon 20380- 20400

AdVH ADV1-Negativo KATGGGGTARAGCATGTT Hexon 20854- 20836

Cl Cl1-Positivo GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT Control*  9-30

Cl Cl1-Negativo GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT Control® 1137-1116

RCP anidada

Influenza Ay B INF AB2-Positivo NP (A) 718-746
GATCAAGTGAKMGRRAGYMGRAAYCCAGG (B) 892-920

Influenza C INF C2-Positivo NP 952-980
AAATTGGAATTTGTTCCTTTCAAGGGACA

Influenza Ay C INF AC2-Negativo NP (A) 1019-990
TCTTCAWATGCARSWSMAWKGCATGCCATC (C) 1063-1034

Influenza B INF B2-Negativo NP 1018-1090
CTTAATATGGAAACAGGTGTTGCCATATT

VSRH A VSR A2-Positivo F 347-374
TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC

VSRH A VSR A2-Negativo F 710-682
AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT

VSRH B VSR B2-Positivo F 30-59
ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG

VSRH B VSR B2-Negativo F 641-614
GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG

AdVH ADV2-Positivo Hexon 20485 a 20503
CCCITTYAACCACCACCG

AdVH ADV2-Negativo Hexon 20652 a 20632
ACATCCTTBCKGAAGTTCCA

Cl CI2-Positivo Control*  108-133
GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG

Cl Cl2-Negativo AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG Control®  995-974

 Fragmento del clonaje del vector pCM132 obtenido del control de ARN suministrado en el estuche RT-

PCR, Access (Promega)
Fuente: Coiras y cols., 2003



Anexo 3

Caracteristicas de los cebadores empleados en la reaccion de TR-RCP multiple anidada para la deteccion de
V/PI tipo 1-4, CoVH OC-43, CoVH 229 E,RV Y EV.

Especificidad Nombre y Secuencia del cebador 5"-3 Gen Posicion
del cebador Diana
Reaccion TR-RCP
VPI 1y VPI3 PIV131-Positivo HA (VPI 1) 641-667
AGGWTGYSMRGATATAGGRAARTCATA (VPI 3) 635-661
VPI 1y VPI 3 PIV131-Negativo HA (VPI1) 1277-1248
CTWGTATATATRTAGATCTTKTTRCCTAGT (VPI 3) 1270-1241
VPI 2 PIV41-Positivo HA (\VPI 2) 259-286
TAATTCCTCTTAAAATTGACAGTATCGA
VPI 2y VPl 4 PIV241-Negativo HA (VPI 2) 942-919
TRAGRCCMCCATAYAMRGGAAATA (\VVPI 4) 963-940
VPI 4 PIV41-Negativo 5'NCR- (VPI 4) 107-81°
ATCCAGARRGACGTCACATCAACTCAT HA
CoVH 229E COV1-Positivo SP (CoVH 229E) 2068-
CoVH 0OC43 TGTGCCATAGARGAYWTACTTTTT 2090
(CoV 0OC43) 2727-
2750
CoVH 229E COV1-Negativo SP (CoV229E) 2919-
CoVH 0C43 AACCGCTTKYACCAKCAAYGCACA 2896
(CoVH 0C43) 3533-
3511
EVyRV EVRV1-Positivo 5'NCR- (EV) 445-467°"
CTCCGGCCCCTGAATRYGGCTAA VP4/VP2
EVyRV EVRV1-Negativo 5'NCR- (RV) 1200-1178
TCIGGIARYTTCCASYACCAICC VP4/VP2
Cl Cl1-Positivo GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT Control® 9-30
Cl Cl1-Negativo GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT Control® 1137-1116
RCP anidada
VPI 1y VPI3 PIV132-Positivo HA (VPI 1) 754-776
ACGACAAYAGGAARTCATGYTCT (VPI 3) 748-770
VPI 1 PIV12-Negativo HA (VPI 1)1193-1168
GACAACAATCTTTGGCCTATCAGATA
VPI 3 PIV32-Negativo HA (VPI 3)1138-1112
GAGTTGACCATCCTYCTRTCTGAAAAC
VPI 2y VPl 4 PIV242-Positivo HA (VPI 2) 487-514
CYMAYGGRTGYAYTMGAATWCCATCATT (VPI 4) 509-536
V PI2 PIV22-Negativo HA (VPI 2) 784-761
GCTAGATCAGTTGTGGCATAATCT
VPI 4 PIV42-Negativo HA (VPI 4) 383-358
TGACTATRCTCGACYTTRAAATAAGG
CoVH 229E COV2-Positivo SP (CoV229E) 2174-
CoVH 0C43 TTGTGCGCAATGTTATAAWGGYAT 2197
(CoVH 0C43) 2831-
2854
CoVH 229E COV2-Negativo SP (CoVH 229E) 2804-
CoVH 0C43 GATAATRTGAGTRCCATTWCCACA 2781

(CoVH OC43) 3696-
3418




EVyRV EVRV2-Positivo 5 NCR- EEV y RV) . 536-559

ACCRASTACTTTGGGTRWCCGTG VP4/NP2

EVyRV EVRV2-Negativo 5NCR-  (RV) 762-743
CTGTGTTGAWACYTGAGCICCCA VP4/\VP2

Cl CI2-Positivo Control®  108-133
GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG

Cl Cl2-Negativo AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG Control®  995-974

Leyenda: * Cebador localizado por delante de la region que codifica para el gen de la hemaglutinina.

® Posicién del gen con relacion a la cepa Sabin de Poliovirus 1 (No Acceso en GenBank: V01150. Nota:
Todos los rinovirus tienen una delecion de aproximadamente 116 pb en relacion con los enterovirus.

¢ Fragmento del clonaje del vector pPCM132 obtenido del control de ARN suministrado en el estuche RT-RCP,
Promega Access

Fuente: Coiras y cols., 2004



Anexo 4

Caracteristicas de los cebadores empleados en la reaccion de TR-RCP mltiple anidada para la deteccion de
VSRH A, VSRH B, BoVH y MPVH.

Especificidad Nombre y Secuencia del cebador 5°-3° Gen Longitud del
del cebador Diana segmento
amplificado
(pb)
Reaccion TR-RCP
VSRHAYB VSR AB1-Positivo F 737
ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT
VSRHAYB VSR AB1-Negativo F 737
AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC
MPVH MPVH1-Positivo GAG TCC TAY CTA GTA GAC AC M 876
MPVH MPVH1-Negativo TTG TYC CTT GRT GRC TCC A M 867
BoVH BoVH1-Positivo CAC AGG AGC MGG AGY CGC AG NP-1 528
VP1/VP2
BoVH BoVH1-Negativo CCA AGA TAT YTR TAT CCA GG NP-1 528
VP1/VP2
Cl Cl1-Positivo GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT Control 1128
Cl Cl1-Negativo GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT Control 1128
RCP anidada
VSRH A VSR A2-Positivo F
TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC
VSRH A VSR A2-Negativo F 363
AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT
VSRH B VSR B2-Positivo F
ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG
VSRH B VSR B2-Negativo F 611
GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG
MPVH MPVH2-Positivo GCR GCI ATG TCT GTACTT CC M
MPVH MPVH2-Negativo TCT TGC AKATYY TRCTKATGC T 3 M 486
BoVH BoVH2-Positivo GTG GTG TGG GTT CTA CTG GC NP-1
VP1/VP2
BoVH BoVH2-Negativo CTA CGG TAC ACA TCA TCC CAG NP-1 243
VP1/VP2
Cl Cl2-Positivo GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG Control
Cl Cl2-Negativo AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG Control 887

3 Cebador disefiado en este estudio.

Fuente: (Coiras y cols., 2003; Lopez-Huerta y cols., 2005; Pozo y cols., 2007)



Anexo5

Modelo de recoleccion de datos sobre muestras para diagndstico microbioldgico o envio de cepas para el trabajo de

referencia nacional en el IPK.

1-Nombre(es) Primer Apellido:

Segundo Apellido:

2-Carné de Identidad:
I

No.

3- Direccién Particular:

4-Municipio: 5-Provincia:

6-Hist. Clinica:

7-Edad: 8-Sexo: 9-Ocupacion 10-Color de la piel: 11-Dias de ingreso
Masc. [1 Fem.[] Blanca [1 Negra (1 Amarilla [1 Mestiza [}
12-Centro que Remite: 13-Sala 14-Municipio: 15-Provincia: 16-Fecha:
1 |
Dia  Mes Afio
17-Diagnéstico Clinico: 18-Tipo de Muestra colectada: 19-APP:
Suero 0 Sangre I
20-Fecha de comienzo de los Sintomas: | | | | Enfermedad similar en la familia o
Dia Mes Afio LCR 7 Humor acuoso [ comunidad:
21-GENERALES:
Fiebre [ Mialgia [} Cefalea [J Linfoadenopatia [ Malestar Orina 0 Liquido amniético [ SI 0 NO [J
General [ Voémitos [1  Rash[J Petequias [ Historia de viajes al exterior:
Diarreas [0 Artralgia [ Esplenomegalia ™ Gargarismo [  Esputo [J Sl 0O NO O
Anorexia [ Ictero [ Hepatomegalia [ Heces 0 Pais:
Astenia 1 Escalofrios [ Sangramiento [ ]
Dolor abdominal [ Aumento de volumen de pardtida [ Exudado (1 Cual .
IRA: Fecha llegada al pais:
Tos 0 Disnea [J  Expectoracion  [] Tejido [ Cual
Laringitis [ Faringitis 1 Rinorrea O |D' lM | Y |
Otitis 0 Coqueluche [  Amigdalitis 0 **Lamina de: la_ Mes Ano
Laringotraquebronquitis [ Estornudos 0 . -
. Tratamiento Previo:
Vacunacion anti-Influenza (] Cepa de: atamiento Previo
SNC: Sl O NO O
Desorientacién [ Rigidez nucal (1  Convulsiones O Perdida de ITechalcoIeclta muelstra: Cudl(es):
conciencia O Trastornos de conducta [ Dificultad en la Dia Mes Afo Antecedente de vacunacion PRS
marcha [ - —
. 22-Estudio solicitado:
s . e : Diagnéstico N Sl O NO O
Secrecion Genital [ Lesion Genital O 9 Fecha :
SEPSIS URINARIA: Disuria 0 . [ | | |
Referencia O - —
Dia Mes Afio

Otros:

23-SUEROS PAREADOS
Fecha de colecta:

1¥Suero | | | |
Dia Mes Afio
2% Suero

Dia Mes Afio

Confirmatorio [
(Dengue)

Referencia 0

24- Nombre del Facultativo:

25- RESULTADOS

*Para el envio de cepas solo se requieren los datos correspondientes a los acapites:1, 4,5, 6,7, 8, 11, 12, 13, 14,

15, 16,17,18,22, 24, 25.




ANExXo 6

Cebadores y sondas empleados en el ensayo de TR-RCP en tiempo real para la deteccion del virus influenza

A (HIN1) pdm09.

Nombre de cebadores y

sondas Proteina diana Secuencia (5-3) de cebadoresy sondas ~ Concentracion

Influienza A Universal M GAC CRA TCC TGT CACCTC TGA

Positivo C 40uM

Influenza A Universal M AGG GCA TTY TGG ACA AAKA

Negativo CGTCTA 40pM

Influenza A Universal FAM-TGC AGT CCT CGC TCA

Sonda CTG GGC ACG-BHQ1 10uM

Influenza A Universal HA GCA CGGTCAGCACTTATY CIR

porcina Positivo AG 40uM

Influenza A Universal HA GTG RGC TGG GTT TTC ATT TGG

porcina Negativo TC 40uM

Influenza A Universal FAM-CYA CTG CAA GCC CAT

porcina Sonda ACA CAC AAG CAG GCA-BHQI1 10uM

Influenza A porcina (H1) HA GTG CTA TAA ACA CCA GCC

2009 Positivo TYCCA 40uM

Influenza A porcina (H1) HA CGG GAT ATT CCT TAA TCC TGT

2009 Negativo RCG 40uM

Influenza A porcina 2009 FAM-CA GAA TAT ACAT CCRGT

(H1) Sonda CAC AATTGG ARA A-BHQI1 10uM

Rnasa P Positivo Rnasa P AGATTT GGA CCT GCGAGCG 40uM

Rnasa P Negativo Rnasa P GAGCGGCTGTCTCCACAAGT  40uM
FAM-TTC TGA CCT GAA GGC

Rnasa P Sonda TCT GCG CG-BHQI1 10uM

Fuente: WHO, 2009.



Anexo7
Evaluacion de la TR-RCP anidada multiple para la deteccion de MPVH en muestras clinicas de nifios <5
afios de edad.

Prueba diagndstica de Referencia (TR-

RCP semi-anidada original) Total
Muestra Positiva Muestra Negativa
Prueba Muestra positiva 8 1 9
diagnostica
aevaluar Muestra negativa
0 134 134
Total 8 135 143

Evaluacion de la TR-RCP anidada multiple para la deteccion de VSRH en muestras clinicas de nifios con <
5afios de edad.

Prueba diagnostica de Referencia (TR-

RCP anidada original) Total
MuestraPositiva ~ Muestra Negativa
Prueba Muestra positiva 29 1 30
diagnostica
aevaluar Muestra negativa
0 113 113
Total 29 114 143

Evaluacion de la TR-RCP anidada mltiple para la deteccion de BoVH en muestras clinicas de nifios con <
5 afios de edad.

Prueba diagndstica de Referencia (RCP

anidada original) Total
MuestraPositiva ~ Muestra Negativa
Prueba Muestra positiva 6 0 6
diagndstica
aevaluar Muestra negativa
0 137 137
Total 6 137 143




Anexo8
“Indicaciones del Laboratorio Nacional de Referencia del IPK para la colecta de muestras clinicas
para el diagnostico virologico y vigilancia de la influenza porcina A (H1IN1)™
Se colectard la muestra clinica respiratoria para los casos que cumplan el criterio de caso sospechoso
establecida por nuestro Ministerio de Salud:
Las muestras se acompariaran del documento de envio de muestra establecido en el sistema nacional de envio
de muestras que se encuentra disponible en todos los Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia.
La colecta de muestras deberé realizarse por personal capacitado en toma, colecta y transporte de muestra y
siguiendo las medidas de bioseguridad requeridas.

- Muestra de Exudado nasofaringeo (tomado entre el 1y 7 dias del inicio de los sintomas).
Los medios para la toma y colecta de esta muestra seran suministrados a todas las provincias por el LNR de
influenza del IPK.
Para la toma de la muestra se tomara un hisopo para ambas fosas nasales que seré previamente humedecido
en el medio viroldgico y se raspara durante aproximadamente 1 minuto en la pared del tabique en su extremo
superior y la mucosa del comete superior. Al terminar se introduce en el medio de transporte virologico. El
otro hisopo se empleara para el exudado faringeo raspando fuertemente en la pared posterior de la faringe
durante aproximadamente 30 segundo Y se introduce en el medio de transporte donde ya esta previamente
introducido el hisopo que se empled para el exudado nasal del mismo paciente. La muestra se conservara a
4°C hastasu envio al LNR.
Debera notificarse al LNR del IPK al teléfono 2020651 (Odalys, Carlos, Anisleidy) el envio de las muestras
una vez que han sido debidamente colectadas. EI envio deberé realizarse en las primeras 24 horas de colecta
de lamuestra.
- Muestras de necropsia (pulmon): se colectard un fragmento de tejido de pulmon de aproximadamente 2
cm?y se depositara en 5 mL de solucion salina fisiolgica estéril en un frasco estéril o en medio de transporte
universal para virus (UTM). Las muestras se conservaran a 4°C hasta su envio al LNR del IPK en las
primeras 24 horas de la colecta.
Todas las muestras para diagnéstico deberan estar debidamente identificadas y acompafiadas de la indicacion

para diagndstico microbioldgico con los datos clinicos-epidemioldgicos correspondientes para cada caso.



Transporte de las muestras clinicas para diagndstico viroldgico:

El transporte de las muestras para diagndstico debera realizarse teniendo en cuenta el sistema de triple
embalaje en termos seguros y en condiciones de 4°C. Consultar documento SISTEMA DE COLECTA,
CONSERVACION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS disponible actualmente
en todos los CPHEM.

Reporte:

EI'LNR realizara un reporte diario a las autoridades nacionales designadas por el Ministerio de Salud.
NOTA: Ante cualquier duda comunicarse con el LNR en los teléfonos: 202 0651 y 202 0450.

Todo el personal de laboratorio deberd ser monitoreado. Ante sintomatologia de enfermedad deberd

reportarse al departamento de seguridad ocupacional de manera inmediata.



	Portada y páginas de inicio final.pdf
	Listado de abreviaturas.pdf
	Sintesis.pdf
	indice final.pdf
	Documento final julio 2012.pdf
	Anexox juntos.pdf
	Anexo 1 de la tesis final.pdf
	Anexos 2, 3, 4  tesis final.pdf
	Anexo 5 tesis final.pdf
	Anexo 6 tesis final.pdf
	Anexo 7 tesis final.pdf
	Anexo 8 tesis final.pdf




