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¨Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignoramos es el océano¨ 
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SÍNTESIS 

La investigación sobre la circulación en Cuba de virus respiratorios emergentes abarcó tres estudios. El 

primero de ellos fue un estudio descriptivo de serie de casos que evidenció que un brote pediátrico ocurrido en 

el año 2005, estuvo constituído por dos eventos clínicos independientes: un brote de miocarditis fatal donde se 

identificó el  serotipo 5 de los adenovirus en el 75% de los casos y un brote distinguido por el predominio de 

síntomas gastrointestinales. Para este último se idenficó el adenovirus D en 9 pacientes. Un segundo estudio 

descriptivo de serie de casos demostró que dos  nuevos virus: metapneumovirus humano y bocavirus 

humano, circulan en niños cubanos ≤ 5 años de edad asociados significativamente a infecciones del tracto 

respiratorio inferior (p=0,00) y superior (p=0,00), respectivamente, incrementando el número de agentes que 

ocasionan infecciones respiratorias agudas de diferente severidad. El tercer estudio de corte transversal 

permitió diseñar un algoritmo de diagnóstico molecular en dos fases para la identificación del virus emergente 

influenza A (H1N1) pdm09. El mismo posibilitó confirmar a este agente en 1805 muestras clínicas y definir 

dos picos de actividad en su circulación. Su detección se asoció significativamente al diagnóstico clínico de 

infección respiratoria leve (p=0,00) y grave (p=0,00), a la condición de ser viajero (p=0,01)  y al estudio de 

brotes (p=0,00). Los resultados de la investigación evidenciaron la circulación en Cuba de virus respiratorios 

emergentes asociados a eventos clínicos y epidemiológicos diversos utilizando las herramientas diagnósticas 

moleculares. 
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I. INTRODUCCIÓN 

I. 1 Antecedentes 

Desde el siglo pasado, las enfermedades transmisibles constituyen una causa importante de morbimortalidad. 

En el último tercio del siglo XIX se descubrieron muchos de sus agentes causales, sus reservorios, fuentes de 

infección y mecanismos de transmisión, lo que condujo a desarrollar y adoptar medidas preventivas que 

permitieron, junto con el desarrollo económico y social, disminuir su incidencia y mortalidad particularmente 

en los países desarrollados. Se pensó 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 pública (1). Sin embargo, hoy siguen siendo la segunda causa de muerte general y la 

primera causa de años 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 etiológicos 

(3).  En la población pediátrica, según estimaciones de la Organización Mundial de La Salud (OMS), ocurren 

dos millones de fallecimientos anuales (2). Estas infecciones además, originan pérdidas millonarias a los 

Estados por concepto de ausencias laborales, escolares, costos de consultas médicas, hospitalización y 

medicamentos, tanto en la atención primaria como en los servicios de urgencias hospitalarios (4).  

En los últimos años, el desarrollo y aplicación de las herramientas moleculares al  diagnóstico y monitoreo de 

las infecciones virales experimenta una fase de crecimiento sin precedentes (5). En particular, el diseño y 

perfeccionamiento de las técnicas basadas en la amplificación de ácidos nucleicos como las técnicas de 

transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (TR-RCP), reacción en cadena de la polimerasa 

(RCP) y RCP en tiempo real, permitieron ampliar el número de agentes virales implicados en la etiología 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 síndrome agudo respiratorio severo (CoVH SARS) (9) y de dos coronavirus humanos 

identificados en Holanda (CoVH NL63) (10) y Hong Kong (CoVH HKU1) (11).  Entre los años 2005 y 

2007, se identificaron tres nuevos virus respiratorios: el bocavirus humano (BoVH) perteneciente a la familia 
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Parvoviridae (12)  y 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 

evolución de los virus conocidos (15, 16). En los últimos años, los estudios de caracterización molecular de los 

adenovirus (AdVH), reportan la emergencia de nuevos serotipos, la circulación de serotipos conocidos con 

diferente tropismo, mayor virulencia,  recombinaciones entre serotipos, entre otros, representando un cambio 

global en relación con la significación clínica y epidemiológica de estos agentes (17-19). 

Por último, las herramientas de diagnóstico molecular han permitido también la notificación de la emergencia 

de brotes del virus de la influenza aviar A (H5N1) en aves de corral de varios países, 570 casos de infección en 

humanos por este agente con una mortalidad de un 58,7% y la identificación del agente causal de la primera 

pandemia del siglo 21 (20-22) .   

En Cuba, las IRA constituyen la primera causa de atención médica a los distintos niveles del sistema nacional 

de salud. La mortalidad por Influenza y neumonía, constituye la quinta causa de muerte en niños menores de 

5 años y la sexta causa en la población en general (23). Desde el año 2000, el Ministerio de Salud Pública 

(MINSAP), implementó un Programa Integral de Atención 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 Kourí (IPK) contribuyen al conocimiento de la participación de estos agentes 

en la etiología de casos esporádicos y brotes de IRA. Esto ha sido posible mediante el empleo de métodos 

convencionales de diagnóstico virológico y la aplicación de las herramientas de diagnóstico molecular al 

estudio de algunos de los agentes (25-27). Sin embargo, en un número considerable de pacientes, la etiología 

de diferentes tipos de IRA u otras enfermedades infecciosas en los cuáles algunos virus respiratorios podrían 

estar implicados, no está esclarecida.  

En este contexto que se inserta el presente trabajo,  identificaremos la circulación de algunos virus emergentes 

causantes de IRA. Al mismo tiempo, su  relación etiológica con eventos clínicos y epidemiológicos de 

importancia para la salud pública nacional e internacional mediante el desarrollo y aplicación práctica de 

métodos de diagnóstico molecular en los LNR.  
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I. 2 Hipótesis de trabajo 

Los virus respiratorios emergentes  circulan en Cuba asociados a diferentes  cuadros clínicos y eventos 

epidemiológicos.  

 

 

I. 3 Objetivos 

 

General: 

Proporcionar evidencias sobre la circulación de los virus respiratorios emergentes en Cuba en el período 2005-

2010 mediante ensayos de diagnóstico molecular. 

 

Específicos: 

 

1- Identificar la posible etiología viral de un brote de síndrome febril agudo inespecífico en pacientes 

pediátricos. 

 

2- Identificar la circulación de metapneumovirus humano y bocavirus humano en niños ≤ 5 años de edad 

con infección respiratoria aguda mediante un ensayo de  TR-RCP anidado múltiple optimizado. 

 

3- Desarrollar una estrategia de laboratorio para el diagnóstico y estudio de la circulación de un virus 

influenza pandémico.  
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I. 4 Novedad científica 

     Por primera vez en Cuba se identifica a los AdVH especie C serotipo 5 en la etiología de un   brote   severo 

de miocarditis aguda. 

    Se demuestra la circulación de dos virus respiratorios emergentes asociados con cuadros clínicos de 

diferente severidad en pacientes pediátricos, de lo que no se registran precedentes.  

   La identificación inusual de la especie D de AdVH como causa de un brote de gastroenteritis aporta 

evidencias que sugieren la posible circulación de variantes de este agente en nuestro país. 

  Los resultados presentados sobre la circulación del primer virus pandémico del presente siglo en Cuba, 

aportan conocimientos a nivel nacional e internacional sobre las características de este agente nuevo en 

relación con otros virus pandémicos que le precedieron.   

I. 5 Valor teórico y práctico 

 Los resultados obtenidos contribuyen a conocer la participación de los diferentes virus respiratorios en la 

etiología de diferentes cuadros clínicos y eventos epidemiológicos.  

 El presente trabajo está enfocado en el estudio etiológico de la principal causa de morbilidad y una de las 

primeras causas de mortalidad a nivel mundial. 

 El desarrollo e introducción de herramientas de diagnóstico molecular posibilitó fortalecer las capacidades 

diagnósticas de los LNR para la vigilancia de las IRA de etiología viral y sienta las bases para el desarrollo de 

investigaciones futuras sobre estos virus.  

 Los resultados obtenidos orientan hacia la necesidad de actualizar las estrategias actuales de prevención y 

control de las IRA para el enfrentamiento de futuras emergencias de salud.  

 Los resultados presentados en esta investigación 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 categoría de artículo científico, un 

Premio Anual en la categoría de investigaciones de sistemas y servicios de Salud. Al mismo tiempo, los 

mismos forman parte de siete publicaciones y ocho presentaciones en siete eventos científicos. Estos 

resultados también han formado parte de tres Trabajos de Diploma, una Tesis de  Especialista en 

Microbiología y una Tesis de Maestría en Virología (Anexo 1).  

I. 6 Valor social  

 La identificación oportuna del agente involucrado en la etiología de lo que se denominó síndrome febril 

agudo inespecífico (SFAI), así como de la circulación del virus influenza A (H1N1) pdm09, permitió el mejor 
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manejo de los casos de infección por estos agentes y la implementación de acciones efectivas de prevención y 

control que posibilitaron mitigar el impacto social de estos eventos sanitarios. 
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I. MARCO TEÓRICO 

 

II. 1 Enfermedades Infecciosas Emergentes  y  Re-emergentes. 

II. 1. 1 Definición 

Las enfermedades infecciosas son causadas por la presencia y actividad en los seres vivos de uno o más 

agentes patogénicos incluyendo los virus, bacterias, hongos, helmintos, protozoos y proteínas anormales 

llamadas priones. Estas enfermedades son transmitidas por una gran variedad de vías incluyendo el contacto 

directo o indirecto; ingestión (en agua o alimentos), transmisión de fluídos humanos; inhalación de partículas 

en el aire y transmisión por vectores (mosquitos, pulgas, roedores, garrapatas, entre otros). La extensión de la 

amenaza global de estas enfermedades para la salud pública 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 últimos años o 

aquellas en las cuales la incidencia en humanos o distribución geográfica ha aumentado en las dos últimas 

décadas o que amenazan aumentar en el futuro" (29, 30).  

Las infecciones re-emergentes son aquellas que han sido previamente conocidas, pero que, aunque se 

consideraban controladas o erradicadas, han reaparecido con una mayor virulencia del microorganismo, con 

nuevas características sociales o en un contexto epidemiológico nuevo (29, 30). 

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

Las causas específicas de la emergencia y re-emergencia de las enfermedades infecciosas son muchas y 

varían ampliamente entre enfermedades y aún en la misma enfermedad entre diferentes localidades (31). 

Entre las causas más 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 urbanización rápida y desordenada. 

-Las crisis económicas y sociales que debilitan los sistemas de salud pública. 

-El incremento de los viajes, el comercio y el turismo a nivel internacional los cuales proveen transporte 

eficiente para patógenos 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 

transmisión sexual. 

-El uso de drogas. 

-Los cambios en los hábitos alimentarios. 

-El desarrollo tecnológico que determina formas de vida moderna (calefacción, aire acondicionado). 

- El uso indiscriminado de insecticidas. 

- Los procedimientos médicos tales como transplantes de tejidos y órganos, uso de drogas inmunosupresoras, 

así 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 desforestación, la refosteración, la 

construcción de carreteras, construcción de represas, sistemas intensivos de agricultura y producción animal, 

extensión descontrolada de las áreas  urbanas, pobre sanidad pública y contaminación. 

-El calentamiento global. 

-Las inundaciones y las sequías. 

-Los desastres naturales (31).  

 Factores microbianos: 

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

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

La OMS y el Centro para el Control de Enfermedades de los EUA (CDC, siglas del inglés, Centre for 

Diseases Control) han descrito más de 100  EIE y re-ermegentes que afectan a los humanos o los animales 

que recientemente han aumentado o que amenazan aumentar en alcance geográfico, actividad epidémica y 
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gravedad (32). En la tabla  1 se muestran algunos ejemplos de los agentes patógenos causantes de EIE y Re-

emergentes.  

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

emergentes. 

 Tipo de agente Nombre del agente Enfermedad 

virus   virus de inmunodeficiencia humana  

 (VIH) 

sida 

virus                 virus influenza Influenza 

virus CoVH-SARS  

 

Síndrome Agudo Respiratorio Severo  

virus MPVH  Infección respiratoria aguda   

virus BoVH Infección respiratoria aguda   

Gastroenteritis 

virus virus dengue Dengue 

virus virus hantaan Fiebre hemorrágica con síndrome renal  

Síndrome pulmonar por hantavirus 

bacteria Vibrio cholerae Cólera 

bacteria Micobacterium Tuberculosis Tuberculosis 

protozoo Plasmodium spp. Paludismo 

protozoo Leishmania spp. Leishmaniosis 

Fuente: Morens y cols., 2004 

 

II. 2 Miocarditis 

II. 2. 1 Definición 

Las miocarditis se definen como una entidad anatomoclínica resultante de los procesos inflamatorios agudos o 

crónicos que afectan al músculo cardíaco. A nivel patológico se caracteriza por la presencia de infiltrados 

inflamatorios locales, necrosis y degeneración de los miocitos (33). 

II. 2. 2 Etiología 

De acuerdo a la etiología, suelen dividirse en primarias o idiopáticas y secundarias. De las formas primarias, 

también denominadas postviral ó linfocítica, en base al tipo celular predominante en el estudio histológico, no 

se conoce con certeza el mecanismo etiológico. Sin embargo, las secundarias se producen como consecuencia 

de un agente específico ó 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 tóxicos (tabla 2) (34, 35). Aunque los virus son considerados los agentes etiológicos  del 75% de los 

casos de miocarditis aguda, un estudio reciente demostró que en el 50% de los casos de miocarditis no se 

identificaron agentes etiológicos a pesar de la sospecha de la posible causa viral (36).  

Tabla 2. Causas más 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 sarampión, 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 burnetti 

toxinas Antraciclinas, Cocaína, Interleucina 2 

 

hipersensibilidad Sulfamidas, Cefalosporinas, Diuréticos, Digoxina, 

Antidepresivos Tricíclicos, Dobutamina 

enfermedades  

autoinmunes 

Enfermedad de Churg-Strauss, Enfermedad Inflamatoria Intestinal, Miocarditis de Células 

Gigantes, Diabetes Mellitus, Sarcoidosis, Lupus Eritematoso Sistémico, Tirotoxicosis, 

entre otras. 

Fuente: Tobin, 2001, Maron y cols., 2006 

II. 2. 3  Diagnóstico 

En la mayoría de las ocasiones el diagnóstico se realiza en pacientes con cuadros de insuficiencia cardíaca de 

instauración subaguda que han evolucionado a una miocardiopatía dilatada. En el estudio de estos pacientes al 

realizar una biopsia endomiocárdica se detectan alteraciones anatomopatológicas compatibles con miocarditis 

activa (37). 

Sin embargo, la miocarditis que se puede encontrar en el área de urgencias y en los servicios de Medicina 

Intensiva tiene un carácter más agudo y una presentación polimorfa. Es frecuente el antecedente de una 

enfermedad febril con sintomatología general y respiratoria varios días antes de la manifestación 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 cardíaca: en forma exclusiva de edema agudo de pulmón ó de choque cardiogénico que resulta 

la más frecuente en los pacientes pediátricos. La exploración física variará según la severidad del cuadro, pero 

generalmente se encontrará taquicardia (desproporcionada al grado de fiebre), galope ventricular a la 

auscultación y grados variables de insuficiencia respiratoria y síndrome de bajo gasto (SBG). Este último se 

corresponde a una falla en el balance entre la bomba cardíaca central y el control de los componentes 

periféricos, que incluyen: a) el tono de la circulación periférica y b) los reguladores neurohumorales del tono 

vascular, con la llegada insuficiente de sangre oxigenada a los tejidos periféricos, para satisfacer las 

necesidades metabólicas (39).  

Los datos clínicos asociados al SBG son: disminución o ausencia del pulso, piel fría y pálida en las 

extremidades con cianosis distal o acrocianosis, aumento de la frecuencia cardíaca, tensión arterial sistémica 

normal o disminuida, oliguria, saturación de oxígeno en sangre venosa menor a 40% (37).  

-  Presíncope/síncope: generalmente como expresión clínica de arritmias, bien del tipo de taquicardias 

ventriculares ó de bloqueos de conducción.  

- Dolor torácico: presente en grados variables y junto con alteraciones electrocardiográficas sugerentes 

de isquemia miocárdica (onda Q pequeña o ausente, supradesnivelación del segmento ST, onda T invertida o 

aplanada, intervalo QT prolongado), puede conducir al error diagnóstico de  un infarto agudo del miocardio. 

- Arritmias: como manifestación inicial ó como complicación de la enfermedad.  

- Muerte súbita: siendo diagnosticada en el estudio necrópsico (37).  

La biopsia endomiocárdica, es la única técnica de diagnóstico que permite la confirmación de una miocarditis 

aguda.  En 1987 se publicaron los criterios de Dallas  para el diagnóstico anatomopatológico de la miocarditis. 

Esta clasificación carece de consideraciones patogénicas (víricas, inmunológicas), clínicas, evolutivas (aguda, 

subaguda, crónica) y pronósticas, centrándose en criterios exclusivamente morfológicos (40).   

La biopsia endomiocárdica es un proceder invasivo y se asocia con riesgo de morbilidad, así como con errores 

de muestreo que reducen su sensibilidad diagnóstica. El aislamiento viral o cultivo de otros patógenos a partir 

del tejido miocárdico de fallecidos es difícil; pero las técnicas de biología molecular como la hibridación in situ 

o la RCP, hoy hacen posible la identificación específica de los agentes etiológicos más frecuentes (41).  

II. 2. 4 Epidemiología 

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 endomiocárdicas en pacientes con sospecha de miocarditis 
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varía ampliamente en el rango entre 0%-80%. Se estima que del 1%-5% de los pacientes con infección viral 

aguda pueden presentar compromiso del miocardio (38).   

La miocarditis se presenta en forma de casos esporádicos pero existen  pubicaciones sobre la ocurrencia de 

brotes locales de miocarditis asociados a incrementos en la circulación de agentes patógenos específicos (42, 

43). 

 

II. 3 Infecciones Respiratorias Agudas 

II. 3. 1 Definición. 

Se definen como un conjunto de enfermedades agudas (menos de 15 días de evolución) del tracto respiratorio 

causadas por  un agente infeccioso transmitido de persona a persona (44).  

II. 3. 2 Clasificación 

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

 Infecciones del tracto respiratorio superior (ITRS). Refiriéndose a las que afectan la nariz, los senos 

paranasales, los oídos, las amígdalas, las adenoides, la faringe y la epiglotis. 

Ejemplos: rinitis, sinusitis, otitis media, faringitis, adenoiditis, amigdalitis, epiglotitis, rinofaringitis, 

faringoamigdalitis, catarro común o Enfermedad tipo Influenza (ETI), entre otros.  

 Infecciones del tracto respiratorio inferior (ITRI). Refiriéndose a las que afectan la  laringe, la tráquea, los 

bronquios, los bronquiolos y el parénquima pulmonar y resultan ser graves en una proporción de los casos 

(45).  

Ejemplos: laringitis, traqueítis, bronquitis, laringotraqueobronquitis, traqueobronquitis, bronquiolitis, 

neumonía y bronconeumonía (46)  .  

Otra clasificación muy utilizada está referida a la severidad de las IRA tomando en cuenta los parámetros 

clínicos presentes en los pacientes hospitalizados en las Unidades de Ciudados Intensivos (UCI) (47). Con 

relación a este aspecto, para hacer más uniforme la información resultante de la vigilancia de las IRA a nivel 

regional y detectar eventos epidemiológicos inesperados asociados a estas infecciones, el Programa regional 

de vigilancia de la Influenza de la Organización Panamericana de la Salud (OPS) ha propuesto a los países 

emplear una definición única de Infección Respiratoria Aguda Grave (IRAG) adaptada del Programa global 

de vigilancia de la Influenza de la OMS:   

 Caso de IRAG: Todo paciente  ≥ de 5 años de edad con aparición súbita de fiebre ≥38 
º
C, tos, dolor de 

garganta, disnea o dificultad para respirar con necesidad de hospitalización y cuya etiología no está definida en 

el momento del ingreso (48).  



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el período 2005-2010 

 13 

Para evaluar la dificultad respiratoria, se utiliza la frecuencia respiratoria como parámetro: 

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

- En los niños, de acuerdo con los criterios del Programa de Atención Integral a las Enfermedades Prevalentes 

en la Infancia (PAIEPI) de la OMS se considera aumentada la frecuencia respiratoria: 

 Antes de los 2 meses de edad: frecuencia respiratoria superior a 60  respiraciones por minuto, 

 2 a 11 meses de edad: frecuencia respiratoria superior a 50  respiraciones por minuto, 

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

La definición de IRAG para los niños menores de 5 años se ha adoptado del PAIEPI de la OMS:  

 Niño menor de 5 años en el que se sospeche clínicamente la presencia de neumonía y requiera de 

ingreso hospitalario (48). 

II. 3. 3 Etiología 

De acuerdo a la etiología existen dos tipos de clasificaciones de las IRA: a) por un lado las infecciones 

respiratorias bacterianas, virales, parasitarias y fúngicas; b) por otro se clasifican en específicas, 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 inespecíficas refiriéndose a los síndromes clínicos que 

pueden ser ocasionados por diferentes agentes y son las más frecuentes (46). 

Los patógenos principales causantes de las IRA son los virus. Una gran variedad de ellos están involucrados 

en su etiología y los más frecuentes se muestran en la tabla 3 (3).  

Tabla 3. Virus más frecuentes causantes de IRA.  

Familia viral Virus 

Ortomyxoviridae influenza A, B y C 

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

Picornaviridae rinovirus (RV), enterovirus (EV) 

Adenoviridae AdVH 

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

229E) 

Herpesviridae VEB, CMV 

Fuente: Monto, 2002. 
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II. 3. 4  Diagnóstico  

En la práctica médica, la sospecha de IRA viral está basada en la alta incidencia, los datos epidemiológicos, las 

manifestaciones clínicas y radiológicas, las particularidades del recuento de glóbulos blancos y de la forma 

leucocitaria, la evolución y la ausencia de respuestas favorables en aquellos casos con sospecha clínica de una 

posible infección bacteriana que han recibido antibióticos. Sin embargo, los signos y síntomas de estas 

infecciones no son patognomónicos. Un mismo síndrome clínico puede ser producido por más de un agente 

viral como se muestra en la tabla 4 (49) . 

Tabla 4. Síndromes clínicos y sus agentes virales causales más frecuentes. 

Síndromes clínicos Agentes virales 

catarro común RV, influenza, AdVH, coronavirus, VPI 

faringitis AdVH, VEB, EV 

laringitis VPI, AdVH, influenza, 

traqueobronquitis VPI, influenza, AdVH 

bronquiolitis VSRH, MPVH, RV, AdVH, influenza, VPI 

neumonía VSRH, influenza, AdVH, RV, MPVH, VPI 

Fuente: Rodrigo y cols., 2004. 

La identificación del agente etiológico requiere de su determinación por el laboratorio de microbiología. El 

diagnóstico seguro depende de varios factores: 

a) Tipo de muestra: en las ITRS las muestras idóneas son el exudado nasal y faríngeo (ENF) y el aspirado 

faríngeo. 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 pulmón) de los 

fallecidos a causa de una IRAG son indispensables para identificar el agente etiológico. 

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 específico para garantizar la viabilidad del agente.  

c) Agente etiológico: el tiempo de excresión viral, la respuesta inmune específica que induce, la carga viral, la 

capacidad para multiplicarse en los diferentes sistemas de asilamiento viral, varía para diferentes agentes.  

d) Embalaje seguro y transporte rápido en condiciones óptimas (4 ºC) al laboratorio.  

e) La capacidad del laboratorio de disponer de herramientas diagnósticas sensibles y específicas para la 

identificación de un amplio espectro de agentes virales (50, 51).  

El diagnóstico etiológico viral de las IRA puede llevarse a cabo directamente por la identificación del virus o 

por el reconocimiento de la respuesta específica del hospedero a la infección. El diagnóstico rápido puede 
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realizarse mediante la detección de antígenos (Ag) virales específicos directamente a partir de las muestras 

clínicas respiratorias empleando la inmunofluorescencia (IF) y los ensayos inmunoenzimáticos o la detección 

de su genoma mediante los ensayos de amplificación de ácidos nucleicos como la RCP, RCP en tiempo real, 

secuenciación de ácidos nucleicos, entre otros (50). Actualmente se encuentran disponibles diferentes 

protocolos de dichos ensayos que permiten la detección simultánea de varios virus respiratorios en una mezcla 

de reacción, proporcionando el diagnóstico virológico en menos de 48 horas (52-54).  

El aislamiento viral en uno o más de los sistemas biológicos existentes (cultivo celular, huevos embrionados y 

animales de experimentación) seguido de la identificación mediante las ténicas de fijación del complemento 

(FC), inhibición de la hemaglutinación (IH), IF, ensayos inmunoenzimáticos, neutralización y RCP constituye 

la prueba de oro para la identificación de los agentes cultivables. Por otra parte, la detección de Anticuerpos 

(Ac) específicos y sus niveles en el suero (monosueros o sueros pares), confirman la infección y  aportan 

información sobre el tipo de infección y la etapa en que esta se encuentra. Entre las técnicas serológicas más 

empleadas se incluyen: IH, neutralización, FC, IF y los ensayos inmunoenzimáticos (55, 56).  

II. 3. 5  Epidemiología 

Según datos de la OMS, alrededor de cuatro millones de personas mueren cada año por IRA a nivel mundial, 

el 98% de ellas debido a las ITRI. Las tasas de mortalidad son elevadas en los lactantes, los niños entre 1 y 5 

años de edad y los ancianos, principalmente en los países en vías de desarrollo. Del mismo modo, estas 

afecciones constituyen la causa más frecuente de consulta o admisión, particularmente en los servicios 

pediátricos (2).  

Las IRA de etiología viral, poseen una distribución mundial tanto en forma endémica como epidémica. Son 

afecciones estacionales en las zonas templadas, con una incidencia máxima durante el otoño, el invierno e 

inicios de la primavera. En las zonas tropicales, suelen ser más frecuentes en los meses húmedos. 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 fómites contaminados, y la inoculación posterior en la mucosa 

nasal, faríngea o conjuntival. Los virus que se excretan en las heces, como los EV y los AdVH, pueden 

transmitirse por vía fecal-oral. El período de incubación varía según el agente pero generalmente es corto (1-5 

días). 

La susceptibilidad a la infección es universal pero resultan más graves en los lactantes, los niños, los ancianos 

y las personas con alteraciones cardíacas, pulmonares o del sistema inmune (57). 
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II. 4 Adenovirus  

II. 4. 1 Características generales 

Los AdVH fueron descubiertos en el año 1953 a partir del tejido de adenoide extirpado quirúrgicamente y 

cultivado durante varias semanas (58). En los años 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 cuál 

está compuesta de cuatro géneros. Los AdVH capaces de infectar a los humanos pertenecen al género  

Mastadenovirus. Como miembros de este género están reconocidas seis especies de AdVH denominadas 

como AdVH humanos de la A a la 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 

B1 3, 7, 16, 21, 50 

B2 11, 14, 24, 35 

C 1, 2, 5, 6 

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 diámetro entre 70 a 90 nanómetros (nm) y de simetría icosaédrica. La cápside 

esta compuesta de 252 capsómeros, 12 de los cuales constituyen pentonas y 240 hexonas. El núcleo está 

constituido por el complejo de la nucleoproteína. El genoma está representado por una simple molécula de 

ácido desoxiribonucleico (ADN) de doble cadena lineal de 35 kilobases (kb). Los determinantes antigénicos 

localizados en la superficie del virión poseen reactividad específica de tipo y están involucrados en la respuesta 

de Ac mediadores de la neutralización (hexonas), o de la inhibición de la hemaglutinación (fibras) (59).  

II. 4. 2 Manifestaciones clínicas 

Los AdVH se distinguen clínicamente del resto de los virus respiratorios en que pueden afectar a múltiples 

órganos distintos del aparato respiratorio, produciendo conjuntivitis, gastroenteritis, hepatitis, miocarditis, 

cistitis hemorrágica 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 población general son 

asintomáticas durante épocas no epidémicas. En los pacientes inmunocompetentes se caracterizan por ser 

leves y autolimitadas. Sin embargo, algunas investigaciones recientes demuestran cambios importantes con 

relación a las infecciones sintomáticas por los AdVH, incluyendo alteraciones en su distribución geográfica 

(18, 19, 62).  

Los diagnósticos clínicos más frecuentes son conjuntivitis, ITRS e ITRI.  Según datos de la literatura médica 

hasta el 7% de las neumonías que requieren ingreso son atribuidas a los AdVH (61, 63). La fiebre 

faringoconjuntival que afecta principalmente a los niños es la afección clínica por AdVH mejor descrita. 

Aparece en brotes pequeños en los meses de verano y se caracteriza por fiebre, conjuntivitis, faringitis, rinitis y 

adenitis cervical. En su etiología 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 población adulta a nivel mundial (65). Esta especie resulta ser la mayor en cuanto al número de 

serotipos que la integran y son la causa más frecuente de infecciones sistémicas en los pacientes 

inmunocomprometidos (66, 67).  

II. 4. 3 Diagnóstico 

En ausencia de un brote característico, las infecciones por los AdVH son indistinguibles de las producidas por 

otros patógenos. Entre las técnicas para el diagnóstico de la infección por los AdVH se encuentran: la 

detección directa de Ag, la microscopía electrónica,  el aislamiento viral, los ensayos de detección del ADN 

viral y las técnicas serológicas (68).  

La IF utilizando Ac monoclonales contra la proteína del hexon presente en las células infectadas de las 

muestras de ENF, AB y otras, constituye uno de los métodos de diagnóstico rápido más empleado, pero posee 

la desventaja de ser menos sensible que el aislamiento viral y los ensayos de RCP (69). La microscopía 

electrónica permite reconocer a los AdVH por su morfología característica y se utiliza principalmente en el 

diagnóstico de las infecciones entéricas (70) .   

La RCP es una técnica altamente sensible y específica y permite obtener un diagnóstico rápido. Diversos 

ensayos de RCP cualitativo  se emplean para el diagnóstico de las IRA causadas por los AdVH; sin embargo 

la gran sensibilidad de los mismos permite detectar el ácido nucleico por períodos prolongados y dificulta la 

interpretación clínica de este resultado (71, 72). Los sistemas de RCP en tiempo real cuantitativos, son de 

utilidad para la detección y el monitoreo de las infecciones por los AdVH en los pacientes 

inmunocomprometidos (73). La secuenciación nucleotídica de segmentos de la proteína del hexon, el penton 



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el período 2005-2010 

 18 

o la fibra, permiten caracterizar molecularmente las diferentes especies, sub-especies y serotipos de AdVH 

existentes (74, 75) . 

Los AdVH pueden ser aislados en diferentes líneas celulares a partir de las muestras de heces, secreciones del 

tracto respiratorio superior e inferior, exudado conjuntival, orina, líquido cefalorraquídeo (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 excresión viral puede 

prolongarse hasta una semana en las infecciones respiratorias y dos semanas en las infecciones conjuntivales o 

en la fiebre faringoconjuntival (59).  

La infección induce una respuesta de inmunoglobulinas de tipo IgG e IgM específica.  El uso de los ensayos 

para la detección de Ac IgM no es frecuente, debido a que en una proporción significativa de los casos los 

niveles de IgM no son detectables. El diagnóstico retrospectivo de la infección puede realizarse mediante la 

demostración de la seroconversión o el incremento de cuatro veces del título de Ac de un segundo suero 

colectado en la fase de convalesencia con respecto al primer suero colectado en la fase aguda de la infección. 

Dentro de los ensayos que pueden ser utlizados con este objetivo están la FC, la IF, la IH, la neutralización y 

los ensayos inmunoenzimáticos (59). 

 II. 4. 4 Epidemiología 

Los AdVH poseen distribución mundial. Debido a la resistencia a diversos agentes físicos y químicos pueden 

transmitirse fácilmente 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 gástricas) permite su 

transmisión por la vía 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 cáncer), pacientes 

con antecedentes de enfermedades crónicas y en los niños menores de 5 años de edad (77, 78). 

Las infecciones por los AdVH pueden ser esporádicas, endémicas y epidémicas, ocurriendo durante todo el 

año pero con picos de incidencia durante el invierno, primavera e inicios del verano en gran parte de los países 

(76). La mayoría de las infecciones ocurren durante la infancia y producen inmunidad específica 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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II. 5 Virus sincitial respiratorio humano 

II. 5. 1 Características generales 

El VSRH pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae,  género Pneumovirus para el 

cual se han identificado los subgrupos A y B. Es  un virión pleomórfico o esférico con un diámetro de 150 a 

300 nm, un genoma compuesto por ácido ribonucleico (ARN) de polaridad negativa, lineal  y no segmentado 

de 16 a 20 kb, que se encuentra en el interior de una nucleocápside helicoidal (82). 

II. 5. 2 Manifestaciones clínicas 

El VSRH es capaz de causar ITRS e ITRI.  La infección primaria se produce entre las 6 semanas y los 2 años 

de vida y con frecuencia es sintomática, aunque el espectro de las manifestaciones clínicas varía desde una 

infección leve de las vías respiratorias altas a una bronquiolitis o neumonía grave. La reinfección en los niños, 

los adultos y los ancianos es frecuente debido a que la inmunidad de mucosa es incompleta y de corta 

duración (83). En la actualidad se considera a este patógeno como el causante del 50% al 90% de las 

hospitalizaciones por bronquiolitis, del 5% al 40% de las neumonías y de un 10% a un 30% de los cuadros de 

traqueobronquitis en los niños menores de 5 años de edad (84) .   

La bronquiolitis es la manifestación más conocida de la infección por el VRSH debido a su impacto en los 

lactantes. En general, se caracteriza por un breve periodo prodrómico con síntomas respiratorios de las vías 

altas, seguido de sibilancia, dificultad respiratoria, taquipnea y evidencia radiológica de hiperinsuflación 

pulmonar. En la mayoría de los casos, los síntomas se resuelven en menos de una semana, aunque los niños 

más pequeños pueden requerir hospitalización de duración variable (85). Los lactantes con enfermedad 

cardíaca o respiratoria de base son susceptibles a padecer formas severas de la infección e ingreso en la UCI. 

Los niños y adultos inmunocomprometidos también son vulnerables a la infección por el VSRH y en este tipo 

de pacientes la mortalidad es alta (86).  

II. 5. 3 Diagnóstico 

El método más usado para detectar Ag del VSRH en muestras clínicas respiratorias es la IF, aunque los 

ensayos inmunoenzimáticos también se utilizan con esta finalidad (87). El virus puede ser aislado en cultivo 

celular empleando líneas celulares heteroploides como las células de línea de carcinoma laríngeo (Hep-2) o las 

células epiteliales humanas de carcinoma cervical (HeLa), en las cuales produce un efecto citopático (ECP) 

generalmente después de 3 a 5 días de la inoculación, caracterizado por la formación de sincitios. Los métodos  

de TR-RCP se introdujeron en la práctica para el diagnóstico y la vigilancia de este agente. La variante de TR-

RCP múltiple y TR-RCP en tiempo real es actualmente la herramienta más utilizada para el diagnóstico del 
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VSRH (88, 89). El diagnóstico serológico es el menos usado pero resulta útil en la identificación retrospectiva 

de  las infecciones por el VSRH (90). 

II. 5. 4 Epidemiología 

Las infecciones por el VRSH continúan siendo uno de los problemas de salud más importantes en la infancia 

a nivel mundial por su elevada frecuencia (46).  Los humanos son la única fuente de infección 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 transmisión intrahospitalaria 

a partir del personal sanitario infectado, que con frecuencia es asintomático, es frecuente (85).  

Posee un patrón estacional definido en las zonas templadas, donde las epidemias ocurren  anualmente y tienen 

lugar durante los meses de invierno (pico máximo de noviembre a enero) e inicios de la primavera, pero 

nunca en verano. Sin embargo, el aislamiento ocasional del VSRH durante los meses de verano, hace pensar 

que este virus está presente en la comunidad durante todo el año (91). En las zonas tropicales, se detecta un 

incremento marcado de la circulación del VSRH durante los meses cálidos y las epidemias ocurren en los 

meses de lluvia (92).   

 

II. 6 Metapneumovirus humano 

II. 6. 1 Características generales 

En el año 2001,  investigadores holandeses aislaron un virus previamente no identificado, a partir de muestras 

respiratorias de 28 niños con síntomas de infección respiratoria, 27 de ellos menores de 5 años de edad. La 

identidad de este agente nuevo era desconocida, pero el hallazgo de filamentos similares a partículas virales en 

la microscopía electrónica, sugería la presencia de un virus. Este agente era capaz de producir infecciones 

respiratorias en animales de experimentación y podía ser recuperado de los mismos. Sin embargo, las técnicas 

de IF y RCP para los virus respiratorios conocidos, no conseguían identificarlo. Finalmente, mediante una 

RCP empleando cebadores  que se unen al azar a secuencias inespecíficas del ADN detectaron una secuencia 

genética única no similar a ninguno de los virus conocidos. Al nuevo agente se le identificó como miembro de 

la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Metapneumovirus y se denominó 

metapneumovirus humano (8).  

La partícula viral es muy similar a la del VSRH, posee forma de esfera ó pleomórfica y filamentosa con un 

diámetro que oscila entre 150 nm a 600 nm. Es un virus envuelto con proyecciones o espículas en su 

superficie.  El genoma está compuesto por ARN de polaridad negativa, lineal, no segmentado y 
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aproximadamente 2 kb más corto que el del VSRH pues carece de los genes que codifican para las proteínas 

no estructurales NS1 y NS2 (82, 93).  

El genoma codifica para 9 proteínas: glicoproteína de fusión (F), glicoproteína G  de unión (G), proteína 

pequeña hidrofóbica (SH), proteína de la matriz (M), nucleoproteína (N), fospoproteína (P), polimerasa viral 

(L) y  las proteínas M2-1 y M2-2. La proteína 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 

(A1, A2a, A2b y B1, B2) en función de las secuencias de los genes que codifican para las proteínas P, F y G. 

Frente a estos genotipos existen protección y reactividad cruzada (93).  

II. 6. 2 Manifestaciones clínicas 

El MPVH es un agente causal de IRA adquirida en la comunidad en los lactantes, niños y adultos (94). El 

mismo es la causa de ITRS e ITRI con sintomatología variada; en el rango de una infección subclínica a 

neumonía severa. En los lactantes y niños menores de 2 años es considerado el segundo agente etiológico de 

bronquiolitis y neumonía después del VSRH  (95, 96).  

Las infecciones severas ocurren en pacientes inmunocomprometidos (97). Sin embargo, en niños mayores de 

2 años y adultos saludables, la infección por el MPVH se presenta generalmente como una ITRS sin fiebre. 

En los ancianos con enfermedades crónicas, se presentan cuadros respiratorios graves (98). Actualmente se 

plantea que la infección por el MPVH puede tener un papel en la exacerbación de la enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica (EPOC) en los adultos y las crisis de asma en los niños (99, 100). La coinfección por el 

MPVH y el VSRH es frecuente y se asocia a la IRAG (101, 102) .   

II. 6. 3 Diagnóstico 

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

14 a 21 días la observación del ECP característico (formación de sincitios); a lo que se le atribuye la 

identificación tardía de este nuevo agente, a pesar de demostrarse que ha estado circulando desde hace más de 

40 años (8). La detección rápida de Ag del MPVH en las muestras clínicas mediante IF también es utilizada 

en los laboratorios de diagnóstico (103). 

Las pruebas serológicas (ensayos inmunoenzimáticos e IF) permiten un diagnóstico retrospectivo y se 

utilizaron para conocer la prevalencia de la infección por el MPVH en varios países (104, 105). 

Los métodos de amplificación de ácidos nucleicos como la TR-RCP convencional y la TR-RCP en tiempo 

real constituyen los métodos diagnósticos más empleados para detectar la infección por el MPVH. Los genes 
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de las proteínas M, P, F y L son los de elección para el diseño de los juegos de cebadores empleados en dichos 

ensayos, debido al mayor porcentaje de identidad nucleotídica entre los 5 subgenotipos existentes (106-108). 

II. 6. 4 Epidemiología 

Posterior al descubrimiento del MPVH en el año 2001, se demostró que este agente es un patógeno humano 

distribuido mundialmente (109-111). El perfil epidemiológico 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 

más severas en los niños menores de dos años, en pacientes inmunocomprometidos y en los ancianos. La 

incidencia de estas infecciones oscila entre un 5% a un 10 % en niños hospitalizados por IRA, y de un 12% a 

un 20% en pacientes ambulatorios, por lo que este patógeno tiene un papel importante en la etiología de las 

IRA (112, 113).  

Las infecciones primarias por el MPVH suelen ocurrir en edades tempranas (2 primeros años de vida), y 

varios estudios de seroprevalencia muestran que el 100% de los niños a la edad de 10 años se infectaron con el 

MPVH (104, 114, 115). El período de incubación se estimó en de 4 a 6 días basado en un evento de 

transmisión simple, aunque es necesario realizar más estudios para definir este intervalo de tiempo. Las vías de 

transmisión del MPVH son similares a las descritas para el VSRH (112). 

Estas infecciones poseen una distribución estacional en regiones templadas muy similar al VSRH (116). 

Durante las estaciones de primavera y verano en Hong Kong ocurrieron brotes de infección por este agente 

(117). Aunque muchos estudios limitan la vigilancia a la temporada respiratoria típica, algunos reportes 

sugieren que el MPVH pudiera estar circulando durante todo el año con alzas en determinados períodos (112, 

118).  

 

II.7 Bocavirus humano 

II. 7. 1 Características generales 

El BoVH se identificó por primera vez en muestras clínicas respiratorias de pacientes con diagnóstico de IRA 

en el año 2005, mediante un procedimiento basado en la amplificación del ADN al azar, seguido del clonaje 

molecular y la posterior secuenciación nucleotídica. Las secuencias obtenidas permitieron identificar al virus 

como un agente nuevo con una gran homología con los dos únicos miembros del género Bocavirus de la 

familia Parvoviridae: el virus diminuto canino y el parvovirus bovino. A este agente se le nombró bocavirus 

humano (12) .  

El BoVH se caracterizó como un miembro de la familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género 

Bocavirus. Es un virus pequeño, no envuelto, con una núcleocápside icosaédrica y un diámetro de 18 a 26 
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nm. Su genoma tiene un tamaño de 5 299 nucleótidos y consta de una sola molécula de ADN lineal de 

polaridad positiva.  Está organizado en tres marcos de lectura abiertos, dos de ellos codificadores de dos 

proteínas no estructurales (NS-1 y NP-1)  y el otro codifica para las dos proteínas de la cápside viral (VP1 y 

VP2) (12, 119).  

II. 7. 2 Manifestaciones Clínicas 

A partir del estudio inicial donde el BoVH se detectó como el agente más 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 detección en pacientes 

asintomáticos (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 identificación. No obstante, en varios estudios, el BoVH se detectó como el único agente infeccioso en 

enfermedades del tracto respiratorio superior (rinitis, rinofaringitis) e inferior (bronquiolitis, neumonía) y en 

pacientes con exacerbaciones de las crisis de asma, episodios de sibilancia, descompensaciones de la EPOC, 

entre otros diagnósticos (123-125). 

En la actualidad se plantea que las manifestaciones clínicas respiratorias atribuibles a la infección 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 último, se detectó 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 etiología de esta 

enfermedad (128-130). 

II. 7. 3 Diagnóstico 

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

diagnóstico de la infección por este virus está basado fundamentalmente en la detección del genoma viral 

presente en las muestras respiratorias, suero y heces, usando diferentes técnicas de RCP que emplean juegos 

de cebadores específicos para la amplificación de un segmento de los genes de las proteínas NP1, NS1 y 

VP1/VP2 del virus (131, 132). Varios autores publicaron estudios sobre la detección de Ac específicos contra 

las proteínas de la cápside VP1 y VP2  del BoVH en muestras de suero empleando ensayos 

inmunoenzimáticos (133, 134). 
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II. 7. 4 Epidemiología 

El primer estudio sobre el BoVH mostró una prevalencia de la infección de 3.1% en niños suecos con IRA 

(12). Posteriormente, el virus se detectó en pacientes con IRA en diferentes países de  Europa, Asia, África, 

América y Australia (135-137).   

El BoVH produce IRA con una mayor frecuencia en niños entre seis meses y 2 años de edad (119, 124, 138). 

Un estudio de seroprevalencia realizado en Japón mostró la presencia de Ac específicos contra el BoVH en el 

suero de personas con edades comprendidas entre niños menores de 1 año y 41 años. La seroprevalencia fue 

menor en el grupo de 6 a 8 meses de edad (139).   

Hasta el momento se desconoce la vía de transmisión del BoVH. No obstante, es de esperar que como el 

número de copias de este virus es elevado en las secreciones del tracto respiratorio, la transmisión pudiera 

ocurrir muy similar a la del resto de los virus respiratorios. Se conoce además, que el genoma del BoHV es 

detectado en las heces de niños con gastroenteritis aguda, por lo que la transmisión de este virus pudiera 

ocurrir también por la vía fecal-oral (122, 130).  

Los primeros estudios evidenciaron que el BoVH circula con un predominio en los meses de otoño y 

comienzo del invierno, aunque en algunos países puede extenderse hasta la primavera y en otros como Corea 

se detectó 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 infección primaria por el 

BoVH todavía no está esclarecida (119, 122).  

 

II. 8 Virus influenza  

II. 8. 1 Características 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 genómica y diferencias antigénicas en el gen  

de la nucleoproteína (NP) y el de la proteína 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 está 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 último género se 

clasifica en subtipos, en base a la variabilidad antigénica de las dos glicoproteínas localizadas en la superficie 

de la partícula 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 B y C  poseen un solo 

tipo de HA y NA (140). 

Las partículas virales son envueltas, pleomórficas, con formas que van desde esféricas hasta filamentosas. 

Tienen un diámetro entre  80 nm y 120 nm y simetría helicoidal. Tres proteínas virales HA, NA y M2 se 

encuentran insertadas en la bicapa lipídica, proyectándose las dos primeras a manera de espículas a partir de la 

superficie. Formando una capa por debajo de la envoltura se encuentra la proteína M1, la cual mantiene una 

estrecha relación tanto con la propia envoltura como con el complejo de la ribonucleoproteína, el cual está 

integrado por la NP, que a su vez empaqueta el genoma viral y el complejo de la polimerasa constituido por 

las proteínas polimerasa básicas 1 y 2 (PB, PB2) y la proteína polimerasa ácida (PA) (140, 141). 

El genoma viral está constituido por una molécula de ARN única, 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 proteínas; 8 de las cuales son estructurales y tres  son no 

estructurales: NS1, NS2 y NEP (siglás del inglés, nuclear export protein) (tabla 6)  (140, 141). 

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

Segmento del 

genoma 

    Longitud en pares de bases (pb) Proteína que codifica 

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 producción de Ac neutralizantes. Las 

funciones principales de esta glicoproteína son el reconocimiento y la fijación al receptor celular, además de la 

fusión de membranas durante la penetración. La respuesta inmune dirigida contra esta molécula, establece una 

presión selectiva, que impulsa constantemente la aparición 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 glándulas mucosas y los macrófagos (141). La infectividad de los virus influenza es afectada por 

dos parámetros concernientes al receptor: la especie de ácido siálico (N-acetilneuramínico NeuAc o N-

Glicolilneuramínico NeuGc) y el tipo de enlace que lo une a la galactosa, que puede ser α 2,6 o α 2,3. Los 

virus influenza humanos reconocen preferentemente el ácido siálico NeuAc unido a la galactosa mediante el 

enlace α 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 ácido siálico con un enlace α 2,3, aunque sus 

tejidos expresan ambas especies de acido siálico (NeuAc y NeuGc) (143). 

Las células epiteliales de la tráquea del cerdo contienen ambos tipos de ácido siálico y ambos enlaces lo que 

explica la susceptibilidad de estos animales a uno u otro grupo de virus. Debido a esto, se plantea que actúan 

como “recipientes mezcladores” propiciando el reordenamiento genético entre virus de diferentes especies lo 

que les confiere un papel determinante en el origen de los virus de influenza pandémica (144, 145). 

II. 8. 2 Manifestaciones Clínicas 

Los virus influenza son los agentes causales de la enfermedad infecciosa aguda de las vías respiratorias 

conocida como Influenza, gripe o catarro común (146, 147). La presentación clínica puede variar en las 

distintas edades. En niños pequeños es inespecífica, acompañándose de fiebre ≥38ºC con mayor frecuencia 

que otras infecciones víricas y siendo éste a veces el único síntoma, sobre todo en los lactantes menores de 6 

meses (148).  Otros síntomas habituales en los niños pequeños son tos no productiva, rinitis y malestar 

general, pudiendo asociarse a irritabilidad, vómitos, letargia, dificultad respiratoria, disnea y episodios de apnea 

(149). 

También puede presentarse como una ITRS afebril en los niños menores de 2 años de edad y en otras 

ocasiones puede manifestarse como cuadros de laringotraqueobronquitis, bronquitis o bronquiolitis 

(indistinguibles del cuadro clínico ocasionado por el VSRH u otros agentes) (150, 151). Todos estos síntomas 

son inespecíficos por lo que el diagnóstico definitivo de la infección por los virus influenza se realiza en los 

laboratorios de microbiología (152). 

La infección por los virus influenza en los adolescentes y adultos se presenta habitualmente con un inicio 

brusco de fiebre (≥38 ºC), escalofríos, cefalea, mialgia, artralgia, odinofagia, tos seca y malestar general. La 

fiebre puede durar de 1 a 3 días aunque puede prolongarse hasta 5 días (153) .  
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La OMS en su Programa Global para la vigilancia de la Influenza ha propuesto una definición clínica de la 

enfermedad que se conoce como Enfermedad tipo Influenza (ETI) e incluye los siguientes criterios: 

• Aparición súbita 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 identificación específica a 

nivel de los laboratorios de microbiología hospitalaria o los LNR reconocidos por la OMS como Centros 

Nacionales de Influenza (CNI). Estos últimos son los principales contribuyentes al conocimiento de la 

circulación esporádica, epidémica o pandémica de los virus influenza y otros virus respiratorios (46). 

Las complicaciones asociadas a la infección por los virus influenza pueden clasificarse en pulmonares  y 

extrapulmonares. Las complicaciones pulmonares son las más frecuentes y están representadas por la 

neumonía viral primaria, la neumonía bacteriana que sigue a la ITRS y la neumonía mixta (viral-bacteriana). 

La neumonía mixta es la más común y severa de las tres. El diagnóstico dependerá, de los hallazgos del 

laboratorio clínico y microbiológico además de los exámenes radiográficos  (154, 155).   

Otras complicaciones menos frecuentes son las extrapulmonares y dentro de ellas se encuentran: la encefalitis, 

el síndrome de Reyé, el síndrome de Guillain-Barré, la mielitis transversa, la miocarditis, la miositis, entre otras 

(156). 

Los mayores índices de morbilidad y hospitalización  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 años de edad.  

La infección resulta más severa en los pacientes con enfermedad crónica subyacente (asma, EPOC, diabetes, 

cardiópatía, etc.). Otros factores de riesgo son: la obesidad, el hábito de fumar, la inmunosupresión y el 

embarazo (157-159). 

II. 8. 3 Diagnóstico 

Está basado en la demostración de la presencia del virus o sus Ag en las células infectadas; el aislamiento y su 

tipificación; así como la detección de seroconversión mediante los ensayos de inmunoserodiagnóstico (142).  

La IF es el método de diagnóstico rápido más 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 caracterización 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 microbiología 

con nivel II de seguridad biológica (161). 
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Existen dos sistemas biológicos 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 

identificación del virus por técnicas inmunológicas o genéticas) constituye la prueba de oro para el diagnóstico 

virológico, los procedimientos para la obtención del aislamiento de los virus influenza requieren un promedio 

de 5 días lo que limita su beneficio desde el punto de vista clínico y epidemiológico. Similar inconveniente 

presenta el aislamiento en huevos embrionados, sin embargo, tiene utilidad para la producción 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 III de seguridad biológica (161). 

Desde el año 1977, dos subtipos del virus influenza A  [A (H3N2) y A (H1N1)]  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 año 1997 hasta la actualidad (163-165). A esto se le 

adiciona la circulación frecuente en humanos de dos linajes antigénicos y genéticamente diferentes de los virus 

influenza B (166, 167). Esta cocirculación de los múltiples tipos y subtipos de los virus influenza ocasiona 

algunas dificultades para el diagnóstico y la identificación mediante los ensayos de IF disponibles y el 

aislamiento viral. Por esta razón, los ensayos de diagnóstico molecular para la detección de los virus influenza 

A y B en las muestras respiratorias o la identificación de un aislamiento, constituyen las herramientas más 

sensibles para la vigilancia e investigación de eventos inusuales atribuibles a los virus influenza (161, 168). 

La mayoría de los ensayos de diagnóstico molecular que se emplean para los virus influenza se basan en la 

amplificación del ácido nucleico viral. Entre estos se encuentran los ensayos de TR-RCP, TR-RCP múltiple, 

TR-RCP en tiempo real, microarreglos de ADN y secuenciación nucleotídica (169, 170). Los cebadores 

empleados en los mismos que amplifican segmentos del genoma altamente conservados que codifican para 

las proteínas NP y M, permiten la identificación de los tipos específicos del virus (influenza A, B y C), 

mientras que los dirigidos a las regiones altamente variables del genoma que codifican para las glicoproteínas 

HA y NA, se emplean para establecer el subtipo del virus influenza A (161, 171). 

II. 8. 4 Epidemiología 

La epidemiología de los virus influenza está definida en gran medida por la variación antigénica constante del 

virus, lo cual le permite evadir la respuesta inmune del hospedero. Existen dos mecanismos que explican 

dicha variación 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 espontáneas 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 pequeños van acumulándose gradualmente, sobre todo en 

las proteínas HA y NA, debido a la intensa presión que sobre dichas proteínas ejerce el sistema inmune, lo que 

permite la selección de mutantes que escapan a la acción 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 composición de la vacuna contra los virus influenza. Las variantes 

resultantes de este mecanismo, típicamente prevalecen por 2 a 5 años 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 que da origen a un nuevo subtipo del virus influenza A. Además, 

los cambios pueden ocurrir en un subtipo ya circulante, pero con una combinación de HA y NA provenientes 

de un reservorio animal, diferente de los subtipos que afectan a los humanos, por lo que la mayoría de las 

personas no tiene inmunidad frente a él y son susceptibles a enfermarse por el nuevo virus. La propagación y 

la gravedad de la infección son mayores y dan lugar a una pandemia, evento sanitario de mayor impacto 

social y económico. Los cambios antigénicos mayores  son el resultado del reordenamiento genético entre 

virus humanos con virus aviares o porcinos.  El más frecuente ocurre entre virus aviares y humanos, y 

ocasionó tres pandemias en el siglo XX (173, 174).  

La primera pandemia reconocida es la llamada “Gripe española” que ocurrió entre el año 1918 a 1919 

producida por un virus influenza A (H1N1) de origen aviar. La misma es considerada la de mayor impacto 

sanitario, social y económico en la historia de esta enfermedad y ocasionó entre 20 y 50 millones de muertes 

(175). La segunda, emergió en febrero del año 1957 en Guizhou, provincia de China y se le conoce como 

“Influenza Asiática”. El subtipo viral fue caracterizado como virus influenza A (H2N2) y se originó como 

consecuencia del reordenamiento genético entre virus humanos y aviares del linaje Eurasiático (176). Dicho 

virus circuló en todo el mundo hasta el año 1968, cuando fue a su vez desplazado por el subtipo H3N2, 

resultante también del reordenamiento entre virus humanos y aviares que ocasionó la tercera pandemia (177). 

Desde este momento, se han mantenido circulando en la población humana ocasionado las epidemias 

anuales, los virus influenza estacionales: influenza A (H1N1), A (H3N2) y el virus influenza B (178). 

En marzo del año 2009, un brote inusual de enfermedad respiratoria se notificó en México y Estados Unidos. 

El agente causal se identificó como un virus influenza A (H1N1) de origen porcino. El origen del nuevo virus 

resultó de cuatro eventos de recombinaciones de segmentos de genes de virus de influenza porcina, aviar y 

humana; pero la mayor proporción de los genes derivaron de virus de influenza porcina (179). El 25 de abril la 
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Directora General de la OMS declaró Emergencia de Salud Pública de preocupación internacional por la 

identificación de la circulación en humanos de un virus influenza nuevo (180).  

El período de incubación para los virus influenza estacionales es de 1 a 3 días y el período de transmisibilidad 

ocurre desde el período de incubación hasta 3 a 5 días a partir del inicio del cuadro clínico en los adultos. En 

los niños menores de 5 años de edad puede extenderse hasta 7 días. Una sola persona infectada puede 

transmitir el virus a través del contacto directo mediante pequeñas gotitas aerosolizadas al estornudar, toser e 

incluso durante el hablar y respirar, a un gran número de individuos susceptibles y extenderse rápidamente la 

infección. También es posible la transmisión a través del contacto indirecto mediante fómites contaminados 

con secreciones respiratorias de individuos enfermos similar a otros virus respiratorios (178). 

En los climas templados las infecciones por los virus influenza tienen un marcado carácter estacional. En estas 

áreas, el virus circula a bajos niveles a lo largo del año, con un incremento durante los meses de invierno (en el 

hemisferio Norte de noviembre a marzo y en el hemisferio Sur de abril a septiembre). En el trópico, la 

circulación de los virus influenza es menos definida y aunque las infecciones esporádicas o los brotes por estos 

agentes pueden aparecer durante todo el año, se asocian los picos de incidencia mayor con la temporada de 

lluvias.  Estos picos están relacionados con índices elevados de ausentismo escolar y laboral, altas tasas de 

consultas médicas por IRA y de hospitalización en los niños menores de 5 años, sólo superadas por las del 

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

 

II. 9  Diagnóstico Molecular 

Los métodos moleculares de diagnóstico que permiten la detección de ácidos nucleicos, están basados en la 

búsqueda y el reconocimiento del genoma viral en la muestra clínica o en el cultivo viral. La mayoría de los 

que se emplean en el diagnóstico de los virus respiratorios emergentes se basan en los ensayos de 

amplificación de un segmento de un gen que codifica para alguna de las proteínas virales: RCP y TR-RCP 

simple, TR-RCP múltiple, TR-RCP en tiempo real y secuenciación nucleotídica (50, 183, 184). 

II. 9. 1 Reacción en Cadena de la Polimerasa  

La RCP es el prototipo de los ensayos de amplificación de ácidos nucleicos. La misma se basa en el empleo 

de pequeños oligonucleótidos 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. El proceso transcurre en 25 a 40 ciclos, cada uno consistente en tres pasos que ocurren a diferentes 

temperaturas: desnaturalización del ADN, alineamiento o fijación de los cebadores al molde del ADN y 

extensión de la cadena del ADN. Este es realizado en un equipo automático 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 detección de los virus con genoma de ARN, requiere la inclusión de un paso previo de 

transcripción reversa, mediante la enzima transcriptasa reversa (TR), desarrollándose el ensayo de 

amplificación denominado TR-RCP. La detección final de los productos de amplificación puede ser realizada 

mediante diferentes formas aunque la más utilizada es la electroforesis en gel de agarosa (56).  

Sobre estas plataformas se han desarrollado las RCP secuenciales (RCP anidada) que consiste en la aplicación 

de una segunda RCP sobre el producto de una primera reacción de amplificación. La misma permite 

aumentar la especificidad y la sensibilidad del ensayo con respecto a otras técnicas como la RCP simple, el 

cultivo celular, la inmunofluorescencia y  los ensayos inmunoenzimáticos (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 detección de varios agentes en una sola reacción 

empleando múltiples juegos de cebadores a través de los sistemas de RCP y TR-RCP múltiples. Esta variante 

múltiple posibilita los análisis de un número mayor de muestras para varios agentes al unísono; ahorrando 

muestra clínica y recursos, acortando el tiempo para el diagnóstico 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 detección de cepas 

virales muy divergentes (183, 186). Existen numerosos estudios sobre la aplicación práctica de los ensayos de 

RCP y RCP múltiple al diagnóstico de las IRA (187, 188). 

II. 9. 2 Reacción en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real: 

Se ha denominado RCP en tiempo real a aquellos ensayos en los cuales los procesos de amplificación y 

detección viral se producen de manera simultánea en un mismo tubo cerrado sin necesidad de algún 

procedimiento posterior. En estos, el producto de la reacción es detectado mediante el incremento de una señal 

fluorescente generada durante la propia reacción 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 

ejecutar eficientemente el proceso de amplificación y detección del mismo simultáneamente. Estos 

termocicladores, a diferencia de los empleados en los ensayos de RCP poseen un lector de fluorescencia y son 

capaces de medir constantemente la señal emitida en cada muestra de manera individual. Las tecnologías 

empleadas por estos equipos son básicamente de dos tipos: agentes intercalantes, con afinidad por la doble 

cadena de ADN como es el SYBR Green y las sondas de hibridación específicas entre las que se encuentran 

las sondas de hidrólisis (también llamadas TaqMan), las sondas FRET (siglás 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 obtención del resultado, lo que la hace más 

eficiente y aumenta la capacidad diagnóstica del laboratorio. Otra ventaja es que al utilizar sistemas cerrados, 

el riesgo de contaminación disminuye. Además, permite realizar la cuantificación del ácido nucleico presente 

en la muestra y la determinación de mutaciones puntuales de importancia clínica 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 múltiples de detección (54, 107). En los últimos 

años existe un incremento de la utilización de los ensayos de RCP en tiempo real para la identificación de los 

virus respiratorios más frecuentes y de los considerados virus emergentes (193, 194). 

II. 9. 3  Secuenciación de ácidos nucleicos 

La secuenciación de ácidos nucleicos en microbiología es un conjunto de métodos cuya finalidad es 

determinar el orden de los nucleótidos 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 obtención de un segmento diana que se desea secuenciar como molde, el cual es llevado a una reacción 

de secuenciación, que posteriormente puede ser analizada mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida 

mediante procesos automatizados. Los resultados, son finalmente procesados por programas informáticos que 

permiten la obtención y caracterización de la secuencia investigada (184). 

El análisis de la secuencia nucleotídica de una cepa viral proporciona información que no es posible obtener 

por otras técnicas. Actualmente existen bases de datos disponibles en Internet de libre acceso como el 

GenBank para el depósito y comparación de secuencias, lo cual potencia aun más las posibilidades de esta 

herramienta. Mediante la secuenciación es posible identificar con seguridad el tipo viral,  los subtipos, los 

serotipos y las especies de virus conocidos o emergentes (195-197). El análisis filogenético de las secuencias 

permite establecer patrones de evolución y diseminación, entre otras investigaciones epidemiológicas (198, 

199).  

La determinación de la secuencia nucleotídica y el estudio posterior de las posiciones de los aminoácidos en 

varias proteínas virales ofrece información sobre las funciones biológicas como la unión a los receptores 

celulares, la actividad enzimática, el potencial antigénico y la susceptibilidad a las drogas antivirales (200, 

201). Los cambios en la secuencia aminoacídica 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 prevención y control por los 

sistemas de salud para aminorar su impacto sanitario (203).  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

III. 1 Diseño general de la investigación 

En la presente investigación se realizaron tres estudios para identificar la circulación en Cuba de virus 

respiratorios emergentes: 

1) Estudio descriptivo de serie de casos para identificar el agente etiológico viral de un brote de síndrome 

febril agudo inespecífico (SFAI). 

2) Estudio descriptivo de serie de casos para detectar la circulación de dos nuevos virus respiratorios (MPVH 

y BoVH) en niños ≤5 años de edad con IRA mediante un ensayo de TR-RCP múltiple desarrollado en el 

LNR. 

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

de la circulación de un virus influenza con potencial pandémico 

 

III. 2. Identificación del agente etiológico viral de un brote de SFAI. 

Para identificar la posible etiología viral de un brote de SFAI,  se realizó un estudio descriptivo de serie de 

casos empleando métodos de diagnóstico molecular 

III. 2. 1 Universo de estudio.  

Estuvo constituido por todas las muestras clínicas recibidas en los LNR durante un brote de SFAI, ocurrido en 

La Habana, en el período comprendido entre el 2 de julio  y el 3 de agosto del año 2005. Para la selección de 

las muestras se tuvieron en cuenta los siguientes criterios: 

Criterios de inclusión: 

 Toda muestra clínica colectada de acuerdo a la definición de caso establecida, enviada a los LNR durante 

las primeras 72 horas posteriores al inicio de los síntomas acompañada de un modelo de colecta de muestra 

para estudio microbiológico completado con los datos: nombre y apellidos, edad, sexo, dirección particular, 

fecha del comienzo de los primeros síntomas, fecha de colecta de la muestra, tipo de muestra, número de 
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historia clínica, impresión diagnóstica de SFAI, resumen de datos clínicos y epidemiológicos del caso, unidad 

de salud de procedencia. (hospital y provincia) y datos generales del médico de atención.  

 Volumen 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 defininió como caso sospechoso de SFAI: Paciente con aparición súbita (menos de 72 horas) de fiebre ≥38 

ºC acompañada de vómitos, diarrea, signos de bajo gasto cardíaco (taquicardia, pulsos periféricos débiles, 

cianosis distal, llene capilar enlentecido y piel pálida). Además, los casos fallecidos a causa de un choque 

cardiogénico con antecedentes de haber presentado la sintomatología mencionada previamente.   

III. 2. 1 a) Marco muestral. 

Se estudiaron 64 muestras clínicas procedentes de 44 pacientes. La distribución del total de las muestras 

estudiadas se muestra en la tabla siguiente.   

Tabla 7. Distribución de las muestras estudiadas según el tipo.  

           Tipo de muestra  Número de muestras  

Tejido de pulmón 8 

Tejido de corazón 8 

Tejido de hígado 6 

Tejido de bazo 2 

Tejido de cerebro 2 

Tejido de riñón 1 

ENF 21 

Suero 2 

Heces 8 

LCR 6 

Total 64 

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 

III. 2. 1 b)  Procesamiento de las muestras clínicas. 

Las muestras de necropsia consistentes en un fragmento de tejido de aproximadamente 2 cm
2
, embebido en 5 

mL de solución salina fisiológica estéril en un frasco estéril se procesaron realizando un corte de cada uno de 

los tejidos de manera individual de aproximadamente 1 cm
2
 por 2 mm de espesor. Posteriormente se 

desintegraron  en morteros estériles con arena lavada y  Medio Esencial Mínimo (MEM), (Gibco-BRL), 
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penicilina 200U/mL, y estreptomicina 200 g/mL, (BioWhittaker); anfotericin B 200U/mL, (Sigma) y 

albúmina Bovina 0.25%, (Merck). El producto de este procedimiento se dispensó en tubos de 1,5 mL 

(Eppendorff) y se sometió a centrifugación (centrífuga Eppendorff) a 1 800 gravedades (g) durante 15 

minutos a 4 ºC. Seguidamente, se colectó toda la fase líquida en dos tubos de congelación de 2 mL (Greinier) 

y el sedimento se eliminó. Uno de los tubos se utilizó para realizar la extracción de ácidos nucleicos de manera 

inmediata y el otro se conservó en congelación a -70 ºC para los análisis  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 g/mL, (BioWhittaker); anfotericin B 

200U/mL, (Sigma) y albúmina Bovina 0.25%, (Merck). Las muestras se agitaron mecánicamente y luego se 

dispensaron por duplicado en tubos de congelación de 2 mL (Greinier). Una de ellas se procesó de manera 

inmediata para realizar la extracción de ácidos nucleicos y el resto se conservó en congelación a -70ºC. 

Las muestras de suero y LCR se colectaron en un tubo de 1,5 mL (Eppendorff) conteniendo cada una 

aproximadamente 500 L. Una alícuota de cada muestra se procesó  de manera inmediata para realizar la 

extracción de ácidos nucleicos y las restantes se conservaron en congelación a -70 ºC. 

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

BRL) con sulfato de neomicina al 0,2% (Sigma). Se agitó vigorosamente mediante agitador mecánico 

durante 1 minuto y se realizó centrifugación (centrífuga Eppendorff) a 10 000 g durante 10 minutos. Se tomó 

900 L del sobrenadante y se mezcló con 100 L de cloroformo (Sigma). Esta mezcla se agitó durante 5 

minutos y se centrifugó como en el paso anterior. Al finalizar este procedimiento, el sobrenadante se colectó y 

se dispensó en tubos de congelación de 2 mL (Greinier) por duplicado. Una alícuota se procesó de manera 

inmediata para realizar la extracción de ácidos nucleicos y el resto se conservó en congelación a -70 ºC. 

III. 2. 1 c)  Extracción de ácidos nucleicos.  

El ácido nucleico total (ADN/ARN) fue extraído de una alícuota de 200 L de cada una de las muestras 

clínicas, utilizando el método de tiocionato de guanidinio, descrito previamente por Casas y colaboradores 

(204).  Cada alícuota se adicionó en un tubo de 1,5 mL (Eppendorff) que contenía 600 µL de tampón de lisis 

[tiocianato de guanidinio 5M (Merck), citrato de sodio 1M (Sigma), ditiotreitol 1M (Sigma), sarkosyl 3% 

(Merck), glicógeno 20 mg/mL (Sigma)] y 100 copias de un producto clonado y amplificado empleado como 

control interno (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 III (ISCIII) de Madrid, España.  Se realizó agitación 

vigorosa durante 10 segundos empleando un vortex. Posteriormente, se dejó reposar por  10 minutos a 
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temperatura ambiente y seguidamente se adicionó 600 L de isopropanol preenfriado a –20 ºC para proceder 

a realizar una agitación vigorosa durante 10 segundos. Inmediatamente, se realizó una centrifugación 

(centrífuga Eppendorff) a 16 000 g durante 20 minutos a 4 ºC, se descartó toda la fase líquida y se le adicionó 

al sedimento 1 mL de etanol al 70 % frío para luego ser agitado ligeramente. Se procedió a realizar una 

centrifugación en iguales condiciones descritas previamente y se desechó toda la fase líquida. Se dejó secar el 

sedimento en el interior del gabinete de seguridad destinado para el proceder de extracción de ácidos 

nucleicos. Finalmente, el sedimento seco se resuspendió en 30 L de agua destilada estéril libre de nucleasas 

(Sigma). 

III. 2. 1 d)  Detección del genoma viral. 

Para la detección del genoma viral, todas las muestras clínicas se procesaron en los LNR mediante dos  

protocolos de TR-RCP anidadas múltiples para la amplificación de un segmento del ácido nucleico de los 

virus influenza A, influenza B, influenza C, VSRH y AdVH  y VPI tipo1-4, CoVH OC43, CoVH  229E, la 

detección genérica de RV y EV (205, 206). 

III. 2. 1 e) Ensayo de TR-RCP anidada múltiple para la detección de influenza A, influenza B, 

influenza C, VSRH A, VSRH B y AdVH. 

La TR-RCP anidada múltiple, previamente descrita por  Coiras y colaboradores (205), se realizó en un solo 

paso empleando el estuche comercial  OneStep RT-PCR, (Qiagen), modificación del protocolo original 

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

La mezcla de la reacción se realizó en un volumen final de 45 µL. La misma estuvo compuesta por 10 µL de 

tampón 5X, 0,1 µM de la mezcla de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 µL 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/µL de cada cebador (Anexo 2). A cada uno de los tubos 

que contenía la mezcla de la reacción se le adicionaron 5 µL del ácido nucleico (ADN/ARN) extraído 

previamente. La reacción TR-RCP se desarrolló a 48 °C durante 45 minutos, seguida por un paso de 

inactivación de la enzima TR a 95 °C durante 15 minutos, y 45 ciclos de amplificación consistentes en: 94 °C 

durante 30 segundos, 50 °C por 2 minutos y  72 °C por 1 minuto, seguida por una extensión final de 72 °C por 

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

La RCP anidada se realizó siguiendo el protocolo descrito por Coiras y colaboradores (205). La mezcla de la 

reacción consistió en 10 µL de tampón 5X [ 2 mM de MgCl2 (Perkin-Elmer), 60 mM Tris-HCl (pH 8.5), 15 

mM (NH4)2SO4 ], 0,2 µM de cada dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, y dTTP)  (Promega), 20 pmol/μL de cada 
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cebador específico (Anexo 2), 1.25 U de AmpliTaq DNA Polymerase (Perkin-Elmer) y agua destilada estéril 

libre de nucleasas (Sigma) para un volumen final de 48 µL. A cada tubo de reacción conteniendo dicha 

mezcla se le adicionó 2 μL del producto de la primera reacción de TR-RCP. La mezcla de la RCP anidada se 

colocó en el mismo equipo termociclador desarrollándose la reacción con las siguientes condiciones de 

amplificación: desnaturalización del ADN a 95 °C durante 4 minutos seguido de 35 ciclos de amplificación  

consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 55 °C por 1 minuto y  72°C durante 30 segundos, seguida por 

una extensión final a 72°C por 5 minutos.  

III. 2. 1 f) Ensayo de TR-RCP anidada múltiple para la detección de VPI tipo 1-4, CoVH OC43, 

CoVH 229E, RV y EV. 

La composición de la mezcla de la reacción de TR-RCP, previamente descrita por  Coiras y colaboradores 

(206), fue similar a la descrita en el acápite III. 2. 1 e) con la excepción del empleo de los cebadores específicos 

para los agentes de interés que aparecen en el Anexo 3. La reacción de amplificación se desarrolló a 48 °C 

durante 45 minutos, seguida por un paso de inactivación de la enzima TR a 94 °C durante 3 minutos y 45 

ciclos de amplificación consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 55 °C por 1,5 minutos y  72 °C por 1 

minuto, y una extensión final de 72°C por 5 minutos usando el equipo termociclador Mastercycler personnel 

(Eppendorf).  

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

reacción se preparó con igual composición de la reacción anidada descrita en el acápite III. 2. 1 e) exceptuando 

los cebadores empleados que se muestran en el Anexo 3. La reacción anidada se realizó en las mismas 

condiciones de amplificación que el ensayo anidado del acápite III. 2. 1 e). 

III. 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 pGEM-T (Promega) obtenidas a partir de cepas prototipos de los virus influenza A, B y C, VSRH A y 

B y AdVH serotipo 1,  para el primer ensayo (acápite III. 2. 1 e); VPI 1, 2, 3 y 4a,  CoVH 229E, echovirus 30 

y RV serotipo 30 para el segundo ensayo (acápite III. 2. 1 f) gentilmente donados al LNR del IPK por el 

laboratorio de gripe y virus respiratorios del ISCIII.  

-Control negativo: El control negativo consistió en agua destilada estéril libre de nucleasas (Sigma) que se 

procesó siguiendo el mismo procedimiento utilizado para la detección de genoma viral en las muestras 

clínicas. 



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el período 2005-2010 

 38 

III. 2. 1 h)  Detección de los productos de amplificación. 

Para la detección de los productos de amplificación se tomaron 8 μL de cada uno de los productos de las 

reacciones anidadas y se mezclaron con 2 μL de tampón 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, ácido bórico 0.089 M, EDTA 0.002 M) mediante tinción 

con bromuro de etidio (0,5 mg/mL) (Sigma). La electroforesis se realizó 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 visualización de los productos de amplificación se realizó por exposición 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 amplificación para cada uno de los virus investigados y 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 

VPI 1 439 

V PI2 297 

VPI 3 390 

VPI 4a y 4b 174 

CoVH  229E 630 

CoVH OC43 587 

EV 226 

RV 110 

CI 887 

          Fuente: Coiras y cols., 2003, Coiras y cols., 2004 

Los procedimientos para preparación de las mezclas de reacción, extracción de ácidos nucleicos, reacciones 

de amplificación y chequeo de los productos de amplificación se realizaron tomando en cuenta todas las 

recomendaciones establecidas para evitar las contaminaciones (207).  

Criterios para la interpretación del resultado: 

  Muestra negativa: Solo se visualizó el producto de amplificación correspondiente con la longitud del  CI 

(tabla 8).  
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  Muestra positiva: Se visualizaron productos de amplificación correspondiente con la longitud del CI y uno o 

más de los virus estudiados (tabla 8).  

  Muestra inhibida: No se visualizó producto de amplificación correspondiente al CI.   

III. 2. 2 Secuenciación de ácidos nucleicos.  

Las muestras clínicas que resultaron positivas a los AdVH después del procesamiento de dos alícuotas 

diferentes y en dos momentos diferentes; se procesaron mediante secuenciación nucleotídica con el objetivo 

de confirmar la identidad del producto amplificado e identificar los serotipos y especies de los AdVH 

detectados.  

III. 2. 2  a)  Ensayo de RCP semi-anidada para secuenciación nucleotídica de los AdVH. 

 Previo a realizar la reacción de secuenciación nucleotídica, se procesaron 2 μL del producto de la primera 

reacción de TR-RCP (acápite III. 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 preparó siguiendo el 

procedimiento para la reacción anidada descrita en el acápite III. 2. 1 e). En este caso se emplearon los 

cebadores: ADV2-positivo y  ADV1-negativo,  para una de las reacciones semi-anidadas y ADV1-positivo, y 

ADV2-negativo para la otra, ambos con una concentración de 20pmol/μL (Anexo 2) publicados previamente 

(208). La mezcla de las RCP semi-anidadas se colocó en el equipo termociclador Mastercycler personnel 

(Eppendorf) y la reacción se desarrolló con las siguientes condiciones de amplificación: desnaturalización del 

ADN a 95 °C durante 4 minutos seguido de 35 ciclos de amplificación  consistentes en: 94 °C durante 1 

minuto, 50 °C por 1 minuto y  68 °C durante 1 minuto, seguida por una extensión final a 68 °C por 5 minutos.  

La detección de los productos amplificados se llevó a cabo realizando el procedimiento descrito en el acápite 

III. 2. 1  h). La longitud de los segmentos amplificados fue de 369 pb en la reacción semi-anidada 1 y 272 pb 

en la reacción semi-anidada 2. 

III. 2. 2 b) Purificación de los productos de amplificación. 

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

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

evaluar la calidad y estimar la concentración de los productos purificados, se realizó una electroforesis en gel 

de agarosa al 2% siguiendo la metodología descrita en la sección III. 2. 1 h). 

 III. 2. 2 c) Reacción de secuenciación nucleotídica. 

Los productos purificados fueron secuenciados en ambos sentidos empleando los juegos de cebadores 

descritos en el acápite III. 2. 2 a) a una concentración de 0,5 pmol/μL y cuyas características aparecen en el 
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Anexo 2. La secuenciación nucleotídica se realizó con la colaboración del laboratorio de gripe y virus 

respiratorios del ISCIII y el departamento de medicina preventiva, salud pública y microbiología de la facultad 

de medicina de la Universidad Autónoma de Madrid, España. La secuenciación se realizó en un secuenciador 

automático ABI Prism 3700 (Applied Biosystems) empleando el estuche  Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing, versión 3.1 (Applied Biosystems) siguiendo las recomendaciones del fabricante.  

III. 2. 2 d) Análisis de las  secuencias  nucleotídicas. 

Las secuencias obtenidas se analizaron empleando el programa CHROMAS versión 1.3. El ensamblaje de 

las secuencias de las cadenas positivas y negativas, así como la edición de las mismas se realizó manualmente 

usando el programa  Bioedit versión 7.0.1. El alineamiento y comparación con las secuencias de las cepas 

prototipos de los AdVH publicadas en la base de datos GenBank , se llevó a cabo mediante el programa 

CLUSTAL X versión 1.83. El análisis filogenético se realizó usando programas del paquete  MEGA versión 

4. La construcción de árboles filogenéticos se realizó mediante el método de Neighbor-joining. La distancia 

evolutiva fue estimada mediante el método de dos parámetros de Kimura (209). La significación estadística 

de la topología del árbol filogenético se evaluó calculando el re-muestreo (del inglés, bootstrap) con 1000  

réplicas usando el programa MEGA, versión 4. Para la asignación del serotipo específico se tomaron en 

cuenta la distancia más corta entre la secuencia analizada y la secuencia de la cepa prototipo así como los 

valores más altos de similitud obtenidos posterior a la comparación entre dichas secuencias. 

Para el análisis 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 números de acceso: X67709, J01917, X76549, X84646, J01966, X67710, X76551, X74663, 

X74657, AY288105, AB018424, X73487, AY288106, AB018425, AY288107, X74662, AY288108,  

AY288109, X98359, AY288110, AY288111, AY288112,  AY288113, AY288114, AY288115, 

AY288116, AY288117, AY288118, AY288119, AY288120, X74661, AY288121, AY288122, 

AB018426, AB018427, AY288123, X98360, AY288124, AY288125, L19443, X51783, AY288126, 

AY288127, AY288128, AY288129, AY288130, AY288131, V20821, AY288132, AJ250788. 

 

III. 3  Identificar la circulación del metapneumovirus humano y el bocavirus humano en niños ≤ 5 

años de edad con infección respiratoria aguda mediante un ensayo de TR-RCP anidado múltiple 

optimizado. 

Para realizar este estudio se desarrolló un ensayo de TR-RCP anidado múltiple para la identificación 

específica del MPVH y el BoVH. En este ensayo se incluyó además al VSRH A y B,  el cual es considerado 
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el principal agente etiológico de las IRA en los dos primeros años de vida, específicamente de bronquiolitis y 

neumonía en los lactantes  (210, 211). Por otro lado, según investigaciones previas  sobre el MPVH y el 

BoVH, estos nuevos virus poseen un tropismo, características clínicas y epidemiológicas similares al VSRH 

(126). Para cumplimentar el estudio de la circulación de dichos agentes en niños  ≤ 5 años de edad con 

diagnóstico clínico de IRA en el período 2009- 2010 se realizó un estudio descriptivo de serie de casos 

III. 3. 1 Desarrollo del  ensayo de TR-RCP anidado múltiple para el diagnóstico de VSRH A y B,   

MPVH y BoVH. 

III. 3. 1 a)  Optimización del ensayo de TR-RCP anidado múltiple para el diagnóstico de VSRH A, 

VSRH B, BoVH y MPVH  

Para la optimización del ensayo se seleccionaron  los cebadores específicos para VSRH A, VSRH B y BoVH 

publicados previamente y descritos en el Anexo 4 (205, 212).  Para la detección específica de un segmento  

del gen que codifica para la proteína M del MPVH se emplearon tres cebadores diseñados por López-Huerta 

y colaboradores (213) descritos en el Anexo 4.  

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

(Qiagen) y siguiendo las instrucciones del productor. La composición de la misma fue similar a la del 

protocolo de TR-RCP descrito en el acápite III. 2. 1 e) a excepción de los cebadores que aparecen descritos en 

el Anexo 4. Para la optimización se realizaron curvas de temperatura (50C, 53C y 55C) y tiempo de 

hibridación (1, 2 y 3 minutos), concentración de los cebadores (0.5, 10 y 20 pmol/ µL), temperatura (68C y 

72C) y tiempo de extensión (30 segundos, 1 y 2 minutos). A las mezclas de la reacción se le adicionaron 5µL 

del ácido nucleico (ADN/ARN) previamente extraído utilizando el método de tiocionato de guanidinio, 

publicado previamente por Casas y colaboradores (204) y descrito en el acápite III. 2. 1 c). Las reacciones de 

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

Los cebadores que se emplearon en la reacción anidada aparecen descritos en el Anexo 4. En este estudio se 

diseñó un cuarto cebador mediante alineamientos múltiples de este cebador con secuencias del MPVH 

disponibles en la base de datos del GenBank empleando el programa Macaw versión 2.0.5 (NCBI, Bethesda, 

MD). Las secuencias empleadas están publicadas con los números de acceso: AY145294, AY297748, 

AY297749, JPS03-240, AY530095, AY145295, AY145287, AY525843, AF371337, AY145289, 

AY304361, AY145291, NC_004148 AY295946. Para demostrar que este cebador cumplía con los criterios 

óptimos definidos para evaluar un cebador, se analizó el contenido de Guanina y Citosina, su longitud y la 
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temperatura de hibridación empleando el programa Primer Select, versión 3.04 del paquete de programas 

DNAstar.  

La mezcla de la reacción se realizó en un volumen final de reacción de 48 L, con composición similar al 

protocolo de la reacción anidada descrita en la sección III. 2. 1 e). Para optimizar el ensayo anidado, se 

realizaron curvas de concentración de los cebadores (5, 10, 20 y 30 pmol/µL), tiempo (1 y 2 minutos), 

temperatura (51C, 53C y 55C) de hibridación y tiempo (30 segundos, 1, 2 y 3 minutos) de extensión. Para 

realizar la reacción de amplificación se adicionaron 2µL del producto de amplificación de la TR-RCP. Las 

reacciones se llevaron a cabo en el  equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).  

III. 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 plásmido de ADN que contiene el 

producto de la primera reacción de amplificación del BoVH, purificados y titulados mediante espectrometría 

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: Consistió en agua destilada estéril libre de nucleasas (Sigma) que se procesó siguiendo el 

mismo procedimiento utilizado para las muestras clínicas. 

III. 3. 1 c) Detección de los productos de amplificación. 

La detección de los productos de amplificación se realizó mediante el procedimiento descrito en el acápite III. 

2. 1 h). La longitud de los productos de amplificación se muestra en la tabla siguiente: 

Tabla 9. Longitud de los productos de amplificación para cada uno de los virus investigados y el 

control interno en la reacción anidada. 

Virus Tamaño del fragmento (pb) 

VSRH A 363 

VSRH B 611 

MPVH 486 

BoVH 243 

CI 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 interpretación del resultado. 

  La interpretación de los resultados se realizó teniendo en cuenta los criterios descritos en el acápite III. 2. 1 h).   

  Las muestras clínicas fueron definidas como positivas para VSRH A, VSRH B, BoVH y MPVH, cuando 

se detectaron productos de amplificación de la longitud correspondiente para los segmentos de estos agentes 

(tabla 9) mediante los ensayos de TR-RCP anidado múltiple (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 alícuotas diferentes de la misma muestra clínica.  

III. 3. 1 d)  Evaluación  de la validez diagnóstica del ensayo de TR-RCP anidado múltiple optimizado. 

La validez del ensayo se evaluó a partir de la determinación de la sensibilidad y especificidad diagnóstica. El 

análisis de la sensibilidad del ensayo optimizado se realizó comparando los valores de sensibilidad obtenidos 

para el nuevo ensayo con los valores obtenidos mediante los ensayos individuales para cada patógeno (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 utilizó un control positivo para cada virus y el control negativo descritos en el 

acápite III. 3. 1 b). Con este propósito, se seleccionaron 183 muestras clínicas de ENF clínicas recibidas en los 

LNR del IPK como parte de la vigilancia de las IRA de posible etiología viral, durante el período 

comprendido entre septiembre del año 2005 y octubre del  año 2007 que fueron procesadas siguiendo el 

procedimiento descrito en el acápite III. 2. 1 b) para este tipo de muestras clínicas. A partir de las mismas, el 

ácido nucleico (ADN/ARN) total fue extraído utilizando el método de tiocionato de guanidinio, publicado 

previamente por Casas y colaboradores (204) y descrito en el acápite III. 2. 1 c). 

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

Criterios de inclusión:  

 Toda muestra clínica colectada durante las primeras 72 horas del inicio de los síntomas de un paciente ≤5 

años de edad con diagnóstico clínico de bronquiolitis o neumonía, acompañada de un modelo de colecta de 

muestra para el estudio microbiológico completado  con los datos: nombre y apellidos, edad, sexo, dirección 

particular, fecha del comienzo de los primeros síntomas, fecha de colecta de la muestra, tipo de muestra, 

número de historia clínica, unidad de salud de procedencia. (hospital y provincia) y datos generales del médico 

de atención.  

 Volumen de muestra suficiente para las determinaciones a realizar conservada adecuadamente a -70°C. 
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La sensibilidad se evaluó además mediante el análisis de diluciones seriadas en base 10 (10 
-1 

a 10 
-8
) 

comenzando por 1.5 × 10
6
 copias genómicas de los plásmidos controles positivos para cada patógeno, 

previamente cuantificados descritos en el acápite III. 3. 1. b).                                         

La especificidad del protocolo optimizado se evaluó también mediante el procesamiento de un panel de 

muestras positivas a otros patógenos virales respiratorios que incluyeron: influenza A y B, VPI 1-3, CoVH 

229E y CoVH OC43, RV y AdVH.  

La reproducibilidad se determinó mediante la realización de dos ensayos de TR-RCP anidado múltiple 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 fórmulas: 

VPP =         Verdaderos Positivos (VP)                              VPN=      Verdaderos Negativos (VN)  

                       VP  Falsos Positivos (FP)                                                 Falsos Negativos (FN)  VN     

        

III. 3. 2 Estudio de la circulación de BoVH y  MPVH mediante el ensayo de TR-RCP múltiple 

anidado optimizado para el diagnóstico de VSRH A, VSRH B, MPVH y BoVH.  

Para la detección de la circulación en Cuba de los virus emergentes BoVH y MPVH,  se realizó un estudio 

descriptivo de serie de casos mediante la aplicación del ensayo de  TR-RCP múltiple anidado optimizado 

previamente como se describió en el acápite III. 3. 1.  

III. 3. 2  a) Universo de estudio. 

El universo estuvo constituido por todas las muestras clínicas recibidas en los LNR, durante el período 

comprendido entre  el 1 de diciembre del año 2009 y el 30 de diciembre del año 2010.  Se realizó una 

selección 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 inclusión  

 Paciente ≤5 años de edad con diagnóstico clínico de IRA de posible etiología viral de acuerdo con la 

clasificación de la OMS descrita en el acápite II. 3. 2 (46). 

         Muestra clínica (ENF, AB)  colectada y enviada a los LNR durante las primeras 72 horas del inicio de 

los síntomas y acompañada de un modelo de colecta de muestra para estudio microbiológico completado 

(Anexo 5). 
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     Volumen de muestra suficiente para las determinaciones a realizar. 

III. 3. 2. b)  Marco muestral. 

Se estudiaron 1001  muestras clínicas procedentes de 1001 pacientes que cumplieron con los criterios de 

inclusión.  

III. 3. 2 c)  Procesamiento de las muestras clínicas. 

Las muestras clínicas 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 

ºC, correctamente identificadas. Las muestras  se dispensaron en dos alícuotas en tubos de congelación de 2 

mL (Greinier). Una de las alícuotas se procesó de manera inmediata y la otra se conservó  a −70 ºC. 

III. 3. 2 d)  Extracción de ácidos nucleicos. 

El ácido nucleico total ARN/ADN se obtuvo mediante extracción automática a partir de una alícuota de 140 

µL de la muestra clínica empleando el extractor automático QIAcube (Qiagen). Para realizar este 

procedimiento se utilizaron los materiales gastables y reactivos contenidos en los estuches comerciales 

recomendados para la extracción de ácidos nucleicos en dicho equipo: QIAamp Viral RNA minikit (Qiagen) 

y QIAamp Viral DNA mini kit (Qiagen). La preparación de los reactivos se realizó teniendo en cuenta las 

instrucciones del fabricante. El tampón de lisis del estuche incluyó 100 copias correspondientes al CI, descrito 

por  Coiras y colaboradores (205). 

III. 3. 2 e) Detección del genoma viral de VSRH A, VSRH B, BoVH y MPVH mediante el ensayo de 

TR-RCP  anidado múltiple optimizado. 

La totalidad de las muestras clínicas se procesaron mediante el  protocolo de TR-RCP anidado múltiple para 

la detección de  VSRH A, VSRH B, BoVH y MPVH optimizado en el acápite III. 3. 1 a).  

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

siguiendo las instrucciones del productor. La composición de la mezcla de la reacción fue similar a la de la 

reacción de TR-RCP  descrita en el acápite III. 2. 1 e) a excepción de los cebadores. Los cebadores específicos 

(Anexo 4), se emplearon a la concentración óptima de acuerdo a los resultados obtenidos en la curva de 

concentración de los mismos descrita en el acápite III. 3. 1. a).  A cada tubo de la reacción se le adicionaron 5 

µL del ácido nucleico (ADN/ARN) extraído previamente.  Para llevar a cabo la TR-RCP se emplearon las 

condiciones óptimas obtenidas al evaluar los resultados de las curvas de tiempo y temperatura de hibridación y 

extensión, descritas en el acápite III. 3. 1. a).  

La composición de la mezcla de la reacción de RCP anidada fue similar a la  descrita en el acápite III. 2. 1 e) a 

diferencia de los cebadores. Los cebadores específicos (Anexo 4), se emplearon a la concentración óptima de 
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acuerdo a los resultados obtenidos en la curva de concentración de los mismos descrita en el acápite III. 3. 1. 

a). A cada tubo de la mezcla de reacción se adicionó 2 μL del producto de la primera reacción de TR-RCP.  

La reacción anidada se desarrolló en las condiciones de amplificación definitivas resultantes de la evaluación 

de los parámetros de optimización descritos en el acápite III. 3. 1. a).  

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

III. 3. 2. f) Controles 

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

negativo descritos en el acápite III. 3. 1 b).  

 III. 3. 2 g) Detección de los productos de amplificación. 

La detección de los productos amplificados se realizó mediante el procedimiento descrito en el acápite III. 2. 1 

h).  

Todos los procedimientos se realizaron tomando en cuenta las recomendaciones establecidas para evitar las 

contaminaciones (207).  

Criterios para la interpretación del resultado. 

 La interpretación de los resultados se realizó teniendo en cuenta los parámetros descritos en el acápite 

III. 3. 1  c).  El tamaño de los fragmentos a amplificar para cada uno de los agentes aparece en la tabla 9. 

 

III. 4  Desarrollar una estrategia de laboratorio para el diagnóstico y estudio de la circulación de un 

virus influenza con potencial pandémico.  

 

III. 4. 1 Elaboración de un algoritmo para el diagnóstico de virus influenza con potencial pandémico. 

Para el diagnóstico de un virus influenza pandémico se diseñó y estableció un algoritmo diagnóstico mediante 

la selección de varios ensayos de diagnóstico molecular. 

III. 4. 1 a) Extracción de ácidos nucleicos. 

El ácido nucleico total (ADN/ARN) fue extraído de una alícuota de 200 L de cada una de las muestras 

clínicas (ENF, AB y muestras de tejido de pulmón obtenidos mediante necropsia) utilizando el método de 

tiocionato de guanidinio descrito en el acápite III. 2. 1 c) (204).  

Un segundo procedimiento de extracción de ácidos nucleicos (ADN/ARN) se empleó como parte del 

algoritmo diagnóstico. El mismo consistió en  extracción automatizada empleando el extractor automático 

QIAcube (Qiagen) descrito en el acápite III. 3. 2. d). Por último, la extracción de ARN a partir de muestras de 
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pulmón homogenizadas mediante el equipo automático TissueLyser se realizó empleando el estuche 

comercial para muestras de tejidos RNeasy minikit,  (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

III. 4. 1 b)  Detección del genoma viral de virus influenza A (H1N1) pdm09.  

Para la detección del genoma viral del virus pandémico, se diseñó un algoritmo mediante el análisis de la 

especificidad de los protocolos de diagnóstico molecular disponibles en los LNR (205, 214, 215), 

considerando las recomendaciones de la OMS (216).  

La secuencia del virus prototipo influenza A/California/07/2009 (H1N1) pdm09 con los números de acceso  

FJ966974 (gen de la HA), FJ966975 (gen de la proteína M) y FJ966979 (gen de la proteína NP) publicadas 

en la página Web de la Iniciativa Global para Compartir Datos de Influenza Aviar (GISAID, siglás del inglés, 

Global Initiative Share Avian Influenza Data) y la base de datos EpiFlu, se utilizó para desarrollar los 

alineamientos múltiples de secuencias empleando la secuencia de los cebadores específicos disponibles en el 

laboratorio para amplificar un segmento de los genes de las proteínas NP,  M y HA de los virus influenza A, 

mediante el programa  CLUSTAL X (version 1,83). 

III. 4. 1  c)  TR-RCP anidada para la amplificación de un segmento del gen de la NP de los virus 

influenza A. 

La TR-RCP anidada múltiple, descrita por  Coiras y colaboradores en el 2003 (205) se designó para ser 

utilizada en la identificación de los virus influenza A.  

La composición de la mezcla y las condiciones de las reacciones de TR-RCP y RCP anidada se describieron 

en el acápite III. 2. 1 e).  

III. 4. 1 d) TR-RCP para la amplificación de un segmento del gen de la proteína M de los virus 

influenza A. 

El ensayo de TR-RCP para el gen de la proteína M  que se designó, se publicó previamente  por la OMS (215, 

216) y  fue desarrollado por el Centro Colaborador de la OMS para la referencia y la investigación sobre 

Influenza del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de Tokio, Japón. El protocolo se realizó 

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 reacción fue de 45 µL. La composición 

de la mezcla fue similar a la del protocolo de TR-RCP descrito en el acápite III. 2. 1 e) a diferencia de los 

cebadores. Los cebadores M30F2/08 positivo: 5 -̀ ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG-3  ̀ y 

M264R3/08 negativo: 5 -̀ TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG-3  ̀se emplearon a una concentración de 

15 pmol/µL. A cada tubo de la reacción que contenía la mezcla se le adicionó 5 µL del ácido nucleico 

extraído previamente.  La reacción de amplificación se desarrolló a 50 °C durante 30 minutos, seguida por un 
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paso de inactivación de la enzima TR a 95 °C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de amplificación 

consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 50 °C por 30 segundos y  72 °C por 1 minuto, seguida por una 

extensión final de 72 °C por 10 minutos usando el  termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).  

III. 4. 1 e) TR-RCP anidada múltiple para la amplificación de un segmento del gen de la HA de los 

virus influenza A estacionales  A (H3) y A (H1). 

El protocolo designado empleó cebadores para la amplificación del gen completo de la HA (214). Los 

mismos estuvieron representados por PHA1+ positivo: 5 -́ GGG GTT AGC AAA AGC AGG RG-3’ 

complementario a los primeros 9 nucleótidos del ARN de los virus influenza A y PHA1-negativo: 5 -́CAW 

CCR KCI AYC AKI CCW KIC CAI CC-3’ complementario a los últimos 13 nucleótidos. Ambos fueron 

utilizados a una concentración de 5 pmol/µL. La mezcla de la reacción se realizó empleando el estuche 

comercial OneStep RT-PCR,  (Qiagen) siguiendo las instrucciones del productor. A cada tubo de reacción 

que contenía la mezcla se le adicionaron 5 µL del ácido nucleico extraído previamente.  La reacción de TR-

RCP se desarrolló a 50 °C durante 45 minutos, seguida por un paso de inactivación de la enzima TR a 95 °C 

durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de amplificación consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 50 °C 

por 30 segundos y  72 °C por 2 minutos, seguida por una extensión final de 72 °C por 5 minutos usando el 

equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).  

En la RCP anidada, se emplearon dos juegos de cebadores específicos para la amplificación de un segmento 

de la subunidad HA1 del gen que codifica para la glicoproteína HA de los virus influenza A(H1): H1+SSEQ 

positivo: 5 -́CAATATGTATAGGCTACCATGC-3  ́ localizado entre los nucleótidos 56 y 77 de la 

subunidad HA1; H1-ASEQ negativo: 5 -́CCCTCAATRAAACCRGCAAT-3  ́ localizado entre los 

nucleótidos 1045 y 1064 de la subunidad HA1 y para los virus influenza A(H3): H3+SSEQ positivo: 5 -́

GACACCATGCAGTGCCAA-3  ́localizado entre los nucleótidos 124 y 141 de la subunidad HA1 de la 

HA; H3-ASEQ negativo: 5 -́CCCTCCCAACCATTTTCTAT-3  ́localizado entre los nucleótidos 1092 y 

1111 de la subunidad HA1 de la HA publicados previamente (214).  La composición de la mezcla de la 

reacción fue similar a la de la RCP anidada descrita en el acápite III. 2. 1 e), a excepción de los cebadores 

mencionados anteriormente. Los mismos se emplearon a una concentración de 10 pmol/µL. Para llevar a 

cabo la reacción de amplificación anidada, se tomaron 2 µL de la reacción de TR-RCP.  Esta se realizó a 95 

°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificación consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 52 

°C por 2 minutos y  72 °C por 30 segundos, seguida por una extensión final de 72 °C por 5 minutos usando el 

equipo termociclador Mastercycler personnel (Eppendorf).  
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 III. 4. 1 f) TR-RCP para la amplificación de un segmento del gen de la HA del virus influenza A 

(H1N1) pdm09. 

Para la amplificación específica del virus pandémico se designó un protocolo de TR-RCP optimizado en los 

LNR del IPK (217). Los cebadores para este ensayo (HApdm09 positivo: 5 -́

AACGGGAAACTATGCAAACTAAGA-3  ́ y HApdm09 negativo 5 -́ 

TGCCGTTACACCTTTGTTCGAG- 3 )́  se emplearon a una concentración de 10 pmol/µL. La mezcla de 

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

del productor. A cada tubo que contenía la mezcla de la reacción se le adicionaron 5 µL del ácido nucleico 

extraído previamente.  La reacción de TR-RCP se desarrolló a 48 °C durante 30 minutos, seguida por un paso 

de inactivación de la enzima TR a 95 °C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de amplificación 

consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 57 °C por 30 segundos y  68 °C por 30 segundos, seguida por 

una extensión final de 68 °C por 5 minutos usando el equipo termociclador Mastercycler personnel 

(Eppendorf).  

 III. 4. 1 g) Controles. 

Para el desarrollo de los protocolos descritos anteriormente (acápites III. 4.1 c) al III. 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 (H1N1) pdm09 

donados por el Laboratorio Nacional de gripe y virus respiratorios del  ISCIII. 

- Control negativo: El control negativo consistió en agua destilada estéril libre de nucleasas (Sigma), la cual fue 

procesada siguiendo el mismo procedimiento utilizado para las muestras clínicas. 

Todos los procedimientos se realizaron tomando en cuenta las recomendaciones establecidas para evitar las 

contaminaciones (207). 

III. 4. 1. h)  Detección de los productos de amplificación. 

La detección de l os productos amplificados se realizó mediante el procedimiento descrito en el acápite III. 2. 1 

h).  

Criterios para la interpretación de los resultados. 

 La interpretación de los resultados se realizó teniendo en cuenta los criterios descritos en el acápite III. 

2. 1 h). La longitud de los productos amplificados mediante los ensayos descritos en los acápites III. 4. 1 c)  al 

III. 4. 1. f)  aparecen en la  tabla 10. 
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Tabla 10. Longitud de los  productos de amplificación en los ensayos de TR-RCP anidado múltiple 

para virus influenza, TR-RCP para el gen de la proteína M, TR-RCP anidado múltiple para el 

subtipado de los virus influenza A y TR-RCP para el gen de la HA del virus influenza A (H1N1) 

pdm09. 

Virus Gen Longitud (pb) 

Influenza A NP 301 

Influenza A M 244 

Influenza A H3 HA 1 100 

Influenza A H1 HA 980 

Influenza A H1 

pandémico 

HA 292 

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

III. 4. 1. i)  Secuenciación de ácidos nucleicos. 

Para confirmar la identidad del producto amplificado en los ensayos descritos previamente (acápites III. 4. 1 c) 

al III. 4. 1. e) e identificar al virus pandémico, se estableció que las muestras positivas a virus influenza A 

subtipadas como A (H1) se procesaran mediante secuenciación nucleotídica adicional. Se emplearon los 

juegos de cebadores utilizados en las reacciones específicas de amplificación para el gen de la NP (Anexo 2) y 

el gen de la proteína M (M30F2/08 y M264R3/08). La secuenciación de un segmento del gen de la HA se 

realizó previa RCP semi-anidada empleando el producto de la reacción de TR-RCP descrita en el acápite III. 

4. 1 e). La composición de la mezcla de la reacción fue similar a la de la reacción anidada descrita en el acápite 

III. 2. 1 e) a excepción de  los cebadores: PHA1+ y H1-ASEQ que se utilizaron a una concentración de 10 

pmol/µL. Las condiciones de amplificación fueron las utilizadas en la RCP anidada descrita en el acápite III. 

4. 1 e). 

III. 4. 1. j) Detección del producto amplificado. 

La detección del producto amplificado de la reacción semi-anidada se llevó a cabo mediante el procedimiento 

descrito en el acápite III. 2. 1 h) y la longitud del segmento amplificado fue de 983 pb. 

III. 4. 1. k) Purificación de los  productos de amplificación. 

Se realizó la purificación manual de los productos amplificados mediante el procedimiento descrito en el 

acápite III. 2. 2 b).  Para evaluar la calidad y estimar la concentración de los productos purificados, se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 2% siguiendo la metodología descrita en la sección III. 2. 1 h). 

III. 4. l. l) Reacción de secuenciación nucleotídica. 

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

mencionados en el acápite III. 4. 1. i) a una concentración de 0,5 pmol/µL. Para la reacción de secuencia y la 
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purificación de los productos de secuencia se empleó el estuche comercial Dye Terminador Cycle 

Sequencing  Quick Start , (Beckman Coulter), siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciación se 

realizó en un secuenciador automático Beckman Coulter modelo CEQ 8800 utilizando el método LFR-b y el 

procedimiento de análisis de datos para productos de RCP en el Departamento de Virología del IPK.  

III. 4. 1. m) Análisis de las secuencias nucleotídicas. 

Las secuencias obtenidas se analizaron primeramente empleando el programa CHROMAS (versión 1.3). El 

ensamblaje de las secuencias de las cadenas positivas y negativas y su edición se realizó manualmente, usando 

el programa  Bioedit version 7.0.1 obteniéndose las secuencias consenso. Para confirmar la identidad de las 

mismas se realizó la comparación de la secuencia nucleotídica 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). 

III. 4. 1. n) Diagnóstico diferencial con otros virus respiratorios.  

Para el diagnóstico etiológico diferencial con otros virus respiratorios (influenza B, influenza C, AdVH, VPI 

1-4, CoVH OC43, CoVH 229E, EV, RV, VSRH A y B, MPVH y BoVH)  se emplearon los protocolos y 

procedimientos descritos en los acápites III. 2. 1 e), III. 2. 1 f), III. 3. 2 e) (205, 206, 212, 213). 

III. 4. 1. ñ) TR-RCP en tiempo real para el diagnóstico de influenza A (H1N1) pdm09. 

En el algoritmo diagnóstico se incluyó un ensayo de TR-RCP en tiempo real  para la detección y 

caracterización del nuevo virus influenza, normalizado por el Centro para el Control de Enfermedades de 

Atlanta, EUA (CDC, siglás del inglés Center for Diseases Control), recomendado y distribuido por la OMS a 

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

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

productor y las descritas en el protocolo original. Los cebadores y  las sondas de hidrólisis Taqman con 

marcación doble aparecen descritos en  el Anexo 6. Todas las muestras fueron examinadas de manera 

independiente con cada juego de cebador y sonda específica. 

A cada tubo que contenía la mezcla de la reacción se le adicionaron 5 µL del ácido nucleico previamente 

extraído.  La reacción de amplificación se llevó a cabo a 50 °C durante 30 minutos, seguida de un paso de 

inactivación de la enzima TR a 95 °C durante 2 minutos,  y 45 ciclos de amplificación 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 reacción se analizó a través del programa Fast 

System SDS versión 2.0.1. 
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Controles del ensayo.  

- Control positivo: Consistió en 10 copias de productos clonados en el vector pGEM-T (Promega) a partir de 

productos de amplificación de los genes de la proteína M y de la HA del virus influenza A (H1N1) pdm09 

donados por el Laboratorio Nacional de gripe y virus respiratorios del ISCIII. 

- Controles negativos: Consistió en agua destilada estéril libre de nucleasas (Sigma) y una muestra clínica 

respiratoria negativa para los virus influenza A, las cuales se procesaron siguiendo el  procedimiento utilizado 

para todas las muestras clínicas. 

Criterios para la interpretación del resultado. 

 Muestra negativa: Solo se visualizó curva de fluorescencia en la reacción de amplificación 

sobrepasando la línea umbral con los juegos de cebadores específicos para el gen humano RNasa P antes o 

durante el ciclo 35 de amplificación. 

 Muestra positiva a virus influenza A (H1N1) pdm09: Se visualizaron 4 curvas de fluorescencia antes o 

durante el ciclo 35 en las reacciones de amplificación independientes, empleando los juegos de cebadores 

específicos para la detección 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.   

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

35 en las reacciones de amplificación independientes, empleando los juegos de cebadores específicos para la 

detección de virus influenza A universal y el juego de cebadores para el gen humano RNasa P.   

 Muestra inhibida: No se visualizó curva de fluorescencia en la reacción de amplificación empleando 

los juegos de cebadores específicos para el gen humano RNasa P.   

Todos los procedimientos se realizaron tomando en cuenta las recomendaciones establecidas para evitar las 

contaminaciones (207).  

 

III. 4. 2 Estudio de la circulación del virus influenza con potencial pandémico. 

III. 4. 2 a) Universo de estudio.  

El universo estuvo constituido por todas las muestras clínicas respiratorias recibidas en el LNR,  en el período 

comprendido entre el 28 de abril del año 2009 y el 10 de agosto del año 2010 que cumplieron con los 

siguientes criterios: 
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Criterios de inclusión: 

 Toda muestra clínica colectada durante los primeros 7 días posteriores al inicio de los síntomas a partir 

de los pacientes que cumplieron con las definiciones de caso establecidas por el MINSAP.  

 Muestra clínica correctamente identificada y acompañada de un modelo oficial de colecta de muestra 

para el estudio microbiológico completado (Anexo 5). 

 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  Dirección Nacional de 

Epidemiología (DNE) del MINSAP para el manejo y clasificación de los casos, presentes en el acápite 11 del 

“Plan Nacional para el enfrentamiento de la pandemia por influenza A (H1N1)” (219).  

- Caso sospechoso de infección por el virus influenza  A (H1N1) pdm09: Individuo que reúna al menos dos 

de los siguientes síntomas: Aparición súbita de fiebre ≥38ºC, tos, dolor de garganta, rinorrea o congestión 

nasal, disnea o dificultad respiratoria grave con necesidad de hospitalización.  

- 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 últimos 15 

días a alguno de los países que han reportado casos confirmados de influenza pandémica. 

- Caso de IRAG en niños con < 5 años de edad: Todo niño menor de 5 años edad en el que se sospeche 

clínicamente la presencia de neumonía y requiera de ingreso hospitalario. 

- Caso de IRAG en pacientes  ≥ de 5 años de edad: Paciente con aparición súbita de fiebre ≥38ºC, tos, dolor 

de garganta, disnea o dificultad para respirar con necesidad de hospitalización, que en el momento del ingreso 

no tiene definida la etiología (48).       

III. 4. 2. b)  Marco muestral. 

Se estudiaron 14 510  muestras clínicas procedentes de 14 396  pacientes que cumplieron con los criterios de 

inclusión.  

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

Variable Rango de Categorías. Definición operacional. 

 

Provincia 

 

División político administrativa 

actual del país. 

 

Corresponde a la ubicación del paciente al 

momento del diagnóstico clínico. 

 

Historia de viaje anterior 

 

Si, No 
 

 

Arribo procedente del extranjero en los 

últimos 15 días previos a la encuesta. 

Diagnóstico clínico Si, No 

 

Evaluado mediante interrogatorio, examen 

físico y complementarios, según criterio del 

facultativo que completa la indicación del 

diagnóstico de laboratorio microbiológico.  

Brote Si, No 

 

Evaluado mediante definición establecida 

según criterio del epidemiólogo designado. 

Embarazo Si, No 

 

Evaluado mediante interrogatorio y examen 

físico, según criterio del facultativo que 

completa la indicación del diagnóstico de 

laboratorio microbiológico 

Fallecido Si, No 

 

Evaluado mediante examen físico y emisión 

del certificado de defunción. 

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 

III.  4. 2. c) Procesamiento de las muestras clínicas. 

Las muestras clínicas 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 pulmón (691) obtenido por necropsia. Esta consistió en un fragmento de tejido de 

aproximadamente 2 cm
2
  embebido en 5 mL de solución salina fisiológica 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 acápite III. 2. 1 b). Un segundo procedimiento se 

utilizó para el procesamiento de las muestras de necropsia al disponer del equipo automático TissueLyser 

(Qiagen) para desintegrar tejidos, siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante. Todas las muestras se 

dispensaron en dos alícuotas en tubos de congelación de 2 mL (Greinier). Una de ellas se procesó de manera 

inmediata mediante el algoritmo establecido y el resto se conservó a −70 ◦C  para procesamientos posteriores. 

III. 4. 2.  d) Diagnóstico del virus influenza con potencial pandémico. 

El total de las muestras clínicas se procesó mediante el algoritmo que fue elaborado en el acápite III. 4. 1.  
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III. 5 Procedimiento para la recolección y análisis de la información de los estudios descritos en los 

acápites III. 2. 1, III. 3. 2 y III. 4. 2. 

Los datos clínicos y epidemiológicos se recolectaron a partir del Modelo para la colecta de muestras y la 

revisión de historias clínicas. Los mismos se introdujeron en una base de datos en Microsoft Excel. Para el 

análisis estadístico sobre la asociación entre las manifestaciones clínicas de la infección y la positividad a los 

AdVH en pacientes vivos y fallecidos a causa de un SFAI , la asociación entre el diagnóstico clínico y la 

positividad a MPVH y BoVH, la asociación entre positividad a estos agentes y grupos de edades, así como 

entre variables clínicas y epidemiológicas y la confirmación de la infección por el virus influenza A (H1N1) 

pdm09; se aplicaron las pruebas  X
2
 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 versión 3.1. En todos los estudios se 

consideró un nivel de significación de p< 0,05. 

En el estudio descrito en el acápite III. 4. 2 se calculó la tasa de incidencia del virus influenza A (H1N1) 

pdm09 en todas las provincias del país considerando las recomendaciones de la OMS (221). La información 

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 Estadísticas (222). Para 

calcular, comparar y vizualizar los valores de las tasas de incidencia se empleó el programa del Sistema de 

Información Geográfica SIGEpi versión 1.0. 

III. 6 Consideraciones éticas 

Los estudios que integran la presente investigación constituyeron algunas de las tareas de dos proyectos de 

investigación internacionales: “Implementación de un protocolo genérico para la vigilancia de la Influenza” y 

“Fortalecimiento del diagnóstico virológico para la vigilancia de los virus influenza y otros virus respiratorios 

en Cuba”. Ambos fueron aprobados por la Comisión Científica Especializada de Microbiología, Consejo 

Científico Institucional, Comité de ética, autoridades correspondientes del MINSAP y del Ministerio de 

Ciencia, Tecnología y Medio Ambiente.  

Para la obtención de la información contenida en las historias clínicas de los pacientes con diagnóstico de 

SFAI archivadas en los diferentes hospitales pediátricos de La Habana se contó con la aprobación de los 

directores de estas instituciones y de los jefes de departamento de archivo, previa presentación de una carta 

oficial de solicitud por parte del LNR de virus respiratorios del IPK.  

Los resultados diagnósticos de la identificación de los virus respiratorios emergentes (MPVH, BoVH e 

influenza A (H1N1) 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 información obtenida de los pacientes fue anónima, estrictamente confidencial y solo fue utilizada con 

fines investigativos, garantizando la seguridad del paciente. 
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IV RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

IV.1 Identificación del posible agente viral causante de un brote de SFAI. 

 

En julio del año 2005, el Huracán Dennis afectó la costa Norte de la región Occidental de Cuba. Posterior a 

este evento meteorológico, los LNR del IPK emitieron una alerta al MINSAP sobre el incremento en la 

recepción de muestras de pacientes pediátricos de la provincia La Habana con diagnóstico de síndrome febril 

acompañado de vómitos, diarrea y signos de bajo gasto cardíaco,  algunos de ellos fallecidos a consecuencia 

de choque cardiogénico.  Se creó una comisión integrada por pediatras, epidemiólogos y patólogos para la 

investigación de lo que se denominó brote de SFAI. El análisis anatomopatológico de las muestras de tejido 

de pulmón y corazón sugirió la posible etiología viral de este síndrome,  atribuyéndose como causa de muerte 

una miocarditis. A los LNR del IPK correspondió la investigación etiológica de dicho brote, la cual incluyó 

estudios bacteriológicos y virológicos.  

Como resultado del procesamiento de 64 muestras clínicas procedentes de 44 pacientes (8 de estos fallecidos) 

con edades comprendidas entre 5 meses y 14 años,  se detectó 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 amplificó 

un segmento de ADN de los AdVH en 17 (80,9%) muestras de ENF, 4 (50%) de heces, 6 (75%) de tejido de 

músculo cardíaco y 4 (50%) de tejido pulmonar (tabla 12).  

No se detectó otro agente viral mediante la aplicación de los ensayos de RCP para la detección de un 

segmento del genoma viral de influenza A, B y C, VSRH, VPI tipo 1-4, CoVH OC43, CoVH 229E, RV y 

EV.   
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Tabla 12. Distribución 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 pulmón 8 4 (50) 

tejido de corazón 8 6 (75) 

tejido de hígado 6 0 

tejido de bazo 2 0 

tejido de cerebro 2 0 

tejido de riñón 1 0 

ENF 21 17 (80,9) 

suero 2 0 

heces 8 4 (50) 

LCR 6 0 

Total 64 31 (48,4) 

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK. 

 

En la tabla 13 se muestran los signos y síntomas referidos en el Modelo de colecta de muestra e historia clínica 

de los pacientes estudiados con el diagnóstico clínico-epidemiológico de SFAI y en los cuales se detectó en las 

muestras clínicas 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 proporción de 

ellos refirió también síntomas generales. La presencia de vómitos, diarreas y oliguria se asoció 

significativamente con la detección del genoma viral, sugiriendo que en este grupo de pacientes predominaron 

los síntomas gastrointestinales. La presencia de oliguria en los pacientes vivos pudiera atribuirse a la 

deshidratación resultante del cuadro diarreico (tabla 13). 

En la totalidad de los pacientes fallecidos positivos a los AdVH, se recogió información sobre la presencia de 

síntomas generales, disnea y signos de bajo gasto cardíaco. Una asociación estadísticamente significativa solo 

se demostró 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 afectación cardiovascular predominaron en el cuadro clínico presente en el 

grupo de niños fallecidos.  
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Tabla 13. Signos y síntomas asociados a SFAI en los pacientes cuyas muestras resultaron positivas a los 

AdVH.  

Signos y Síntomas. 
Pacientes vivos (%) 

(n=17) 

Pacientes fallecidos (%) 

(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) 0,14 

Vómitos 17 (100) 2 (33,3) 0,00 

Diarreas 17 (100) 2  (33,3) 0,00 

Oliguria 14 (82,3) 2 (33,3) 0,04 

Tos 6 (35,2) 4 (66,6) 0,34 

Disnea 3 (17,6) 6 (100)) 0,00 

Faringitis 7 (41,1) 5 (83,3) 0,15 

Signos de bajo gasto 

cardíaco 10 (58,8) 6 (100) 0,12 

Leyenda: 
*.
Prueba exacta de Fisher. Significativo valor de p≤0,05 

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 

 

Se detectó a los AdVH como único agente en 5 muestras de tejido de pulmón y 6 de músculo cardíaco. La 

secuenciación de ácidos nucleicos de un segmento de la proteína del hexón de los AdVH amplificado en 

dichas muestras, permitió la confirmación de la identidad de un segmento de 370 pb. La identificación 

específica de la especie y serotipo de los AdVH detectados mediante BLAST (siglás del inglés, Basic Local 

Alignment Search Tool,)  del segmento secuenciado a partir de las muestras de tejidos, mostró entre un 98%  

y un 100% de identidad de la secuencia nucleotídica  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 números de acceso: EU179786 al EU179791. 
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Tabla 14. Resultados del diagnóstico mediante RCP anidada y secuenciación nucleotídica a partir de 

las muestras de pacientes fallecidos. 

Número 

de 

paciente 

Tejido de 

pulmón 

Tejido del 

miocardio 

APP
* 

Tipado 

(Especie/Género) 

1 Negativo Positivo NR
** 

Especie C serotipo  5 

2 Positivo Positivo 

miocardiopatía 

dilatada Especie C serotipo  5 

3 Positivo Positivo NR
**

 Especie C serotipo  5 

4 Positivo Positivo esplenectomía 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 patológicos personales), NR

**
 (No referidos). 

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK. 

 

Los hallazgos relacionados con la detección e identificación posterior mediante secuenciación nucleotídica del 

genoma viral de adenovirus  C serotipo 5 en el tejido del músculo cardíaco de 6 (75%) niños fallecidos con 

diagnóstico clínico y anatomopatológico 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 múltiples  

causas, entre las que se encuentran: trastornos reumatológicos, alérgicos, medicamentos específicos, toxinas y 

agentes infecciosos (223). La frecuencia de detección de los agentes infecciosos varía ampliamente desde un 

10% hasta un 100% (34, 41, 224). Entre los agentes infecciosos involucrados en la etiología 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 más del 50% de los casos, en los últimos años, los AdVH se notificaron 

como una causa frecuente de miocarditis (38, 226). Considerando estos antecedentes, los resultados obtenidos 

no son sorprendentes. 

La presentación clínica caracterizada por descompensación cardíaca aguda que progresó a la muerte en los 8 

pacientes estudiados fue severa y 5 (62,5%) de ellos presentaban un antecedente patológico subyacente (tabla 
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14). Diversos autores publican que la miocarditis viral se caracteriza por presentaciones clínicas diferentes en 

el rango de un síndrome viral inespecífico, arritmia cardíaca, fallo cardiovascular o muerte, dependiendo de la 

edad de los pacientes (38, 224). Particularmente, en los pacientes pediátricos, es frecuente el debut con fallo 

cardíaco agudo y choque cardiogénico, siendo un factor determinante la existencia de enfermedades 

subyacentes (225, 227). Clínicamente, las infecciones por los AdVH varían en severidad, desde una infección 

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 crónicas de base (78, 

228).  

En este estudio empleamos dos métodos de amplificación de ácidos nucleicos (RCP y secuenciación 

nucleotídica) para la identificación del agente causal de la miocarditis en el tejido de músculo cardíaco de 

casos fatales. La literatura médica consultada plantea que el diagnóstico convencional de la miocarditis aguda 

en los niños, está basado en el uso de los criterios histológicos de Dallas (40) por el examen histopatológico de 

las muestras de biopsia del miocardio y su interrelación con los criterios clínicos. Este procedimiento resulta 

difícil en los casos no fatales y posee una sensibilidad y especificidad limitada (37). El desarrollo de las 

técnicas de biología molecular y su empleo en la práctica del diagnóstico, posibilita el estudio de la etiología 

viral de múltiples enfermedades cardiovasculares y en la actualidad, la RCP es considerada la herramienta 

más sensible para estos propósitos (37, 229).  

En Cuba, solo existe un reporte de un brote de miocarditis aguda ocurrido en el año 1972 (230). En el mismo 

no se produjeron casos fatales y se identificó el virus Coxsackie B como el agente etiológico. 

Los resultados presentados constituyen el primer reporte de la detección de los AdVH asociados a un brote de 

miocarditis aguda fatal en Cuba empleando técnicas de diagnóstico molecular.  

La secuenciación nucleotídica de un segmento de 370 pb de la proteína del hexon de los AdVH a partir de 9 

(52,9%) de las muestras clínicas de ENF permitió comprobar la identidad del producto amplificado. La 

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

evidenció la existencia de entre un 95% y un 100% de identidad con los virus prototipos de  AdVH especie D. 

Los alineamientos múltiples de las secuencias de los serotipos representativos de esta especie (32 serotipos) y 

la evaluación de la relación filogenética entre los mismos y las secuencias obtenidas a partir de las muestras 

clínicas no permitieron la asignación del serotipo (figura 1). 

Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la base de datos de secuencia del GenBank con los números 

de acceso: EU179756, EU179757, EU179759,  EU179763, EU179765,  EU179768, EU179770, EU179771 

y EU179775. 
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Figura 1. Árbol filogenético basado en alineamientos de las secuencias de los productos de 

amplificación de un segmento de la proteína del hexón de los AdVH detectados en 9 muestras de ENF 

de pacientes vivos.  

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 
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La gran variedad de los AdVH existentes que incluyen 51 serotipos pertenecientes a 6 especies (A-F), se 

asocian a un gran número de infecciones que afectan varios sistemas y órganos, produciendo casos 

esporádicos y brotes (77, 228, 229). A pesar de que existen evidencias de la interrelación entre serotipos y 

enfermedades específicas, se plantea que esta relación no es estricta (59). 

La especie D es la mayor y comprende un total de 32 serotipos. Los serotipos más frecuentes son los AdVH 

8, 19, 22 y 37 y se asocian con queratoconjuntivitis epidémica en varias partes del mundo (65, 230).  En los 

últimos años, esta especie se identificó 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 población pediátrica durante de todo el año, siendo la especie C la más 

frecuente en la etiología de las IRA. Estudios previos sobre la asociación específica entre los síndromes 

clínicos y los serotipos de los AdVH demostraron que los serotipos 1 y 6 (especie C) fueron los 

predominantes en los niños con IRA (233),  los serotipos 3, 6 y 7b (especie C) en pacientes con conjuntivitis 

folicular (234) y el serotipo 37 (especie D) se identificó como causa frecuente de queratoconjuntivistis (235).  

A pesar de no lograr la identificación específica del serotipo perteneciente a la especie D en la presente 

investigación, los resultados sugieren que la misma podría estar involucrada en la etiología de lo que se 

denominó brote de SFAI en los pacientes presuntamente inmunocompetentes con sintomatología  

gastrointestinal. Este hallazgo inusual amplía el rango de asociación de la especie D de los AdVH con 

síndromes de relevancia clínica y epidemiológica 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 identificación de serotipos de AdVH 

emergentes, circulación de serotipos conocidos con diferente tropismo y manifestaciones clínicas de la 

infección, variantes genéticas con diferente distribución geográfica y virulencia, recombinaciones entre 

serotipos, entre otros (17, 18, 239). 

La identificación inusual de los AdVH de la especie D en esta investigación, asociada con un brote de SFAI 

con manifestaciones gastrointestinales en pacientes presuntamente inmunocompetentes, pudiera sugerir la 

posible circulación de una variante emergente de este agente capaz de causar eventos epidemiológicos locales. 

Estudios futuros son necesarios para completar su caracterización.  
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Analizando de manera integral los resultados alcanzados en el estudio etiológico del brote de SFAI, 

consideramos que dos eventos epidemiológicos individuales asociados a los AdVH se produjeron en La 

Habana, en el mes de julio del año 2005. 

   

IV. 2 Identificación de la circulación de MPVH y BoVH en niños ≤ 5 años de edad con IRA mediante 

un ensayo de TR-RCP anidado múltiple optimizado. 

 

IV. 2. 1 Desarrollo del  ensayo de TR-RCP anidado múltiple para el diagnóstico de VSRH A y B, 

  MPVH y BoVH. 

Dentro de las investigaciones de la rama biomédica, aquellas relacionadas con el desarrollo e introducción en 

el laboratorio de herramientas diagnósticas para identificar el agente causal de una enfermedad constituyen 

una prioridad para los sistemas de salud. En los últimos años, los ensayos de amplificación de ácidos nucleicos 

y en particular la RCP se ha convertido en un procedimiento esencial  para el diagnóstico microbiológico 

(243-245). 

Los LNR para los virus influenza y otros virus respiratorios del IPK poseen un algoritmo constituido por 

varios ensayos de diagnóstico molecular que se aplican en la actualidad para la identificación de varios agentes 

virales causales de IRA (influenza A (H3N2), A (H1N1),  B y C, VSRH A y B, AdVH, VPI 1-4, CoVH 

OC43 y 229E, EV, RV y MPVH) (205, 206, 212-214).  La escasez de muestra clínica y de los recursos 

materiales, dificultan en ocasiones, el cumplimiento de este algoritmo, particularmente en los pacientes 

pediátricos, 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 diagnóstico y la vigilancia de los virus respiratorios (243). 

El ensayo de RCP múltiple constituye la herramienta más idónea y menos costosa para vencer esta 

problemática (246). El desarrollo de esta variante  debe seguir un esquema que se inicia con la selección de los 

patógenos específicos que serán incluidos y excluidos en el ensayo, tomando en consideración que aquellos 

seleccionados para su inclusión deben poseer tropismo, características clínicas y epidemiológicas similares 

(183). 

El presente estudio se inició con la selección de los VSRH A y B, MPVH y BoVH  como los agentes a incluir 

en un ensayo de TR-RCP anidado múltiple. Para la inclusión del VSRH se consideró que el mismo es el 

agente etiológico principal de la bronquiolitis y de un número elevado de casos de neumonía 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, neumonía y otras IRA en pacientes pediátricos (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 diagnóstico y la vigilancia de las IRA (205, 212, 213). 

La selección de los cebadores a utilizar  en una reacción de amplificación es otro de los pasos importantes para 

el desarrollo de un ensayo de RCP y en particular en los ensayos múltiples 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 

diseñado en este estudio para la reacción anidada (MPVH2- Negativo: 5 -́TCT TGC AKA TYY TRC TKA 

TGC T-3 )́, posee una longitud de 22 nucleótidos, una temperatura de hibridación de 50ºC, 56% de contenido 

de G/C y no mostró formación de dímeros. El alineamiento del mismo con secuencias publicadas en la base 

de datos del GenBank demostró complementariedad específica para amplificar un segmento del gen de la 

proteína M de todos los genotipos del MPVH.  

Los experimentos realizados para definir la concentración óptima de los cebadores, la concentración de los 

componentes (dNTPs, enzima polimerasa) y los diferentes parámetros de la reacción de amplificación 

(tiempo y temperatura de hibridación y extensión), permitieron obtener la composición definitiva de las 

mezclas de las reacciones y las condiciones de amplificación del ensayo (tabla 15 y 16).  

Después de optimizar las condiciones definitivas, el procesamiento de las diluciones seriadas en base 10 (10 
-1  

hasta 10 
-8
) de los controles positivos para cada uno de los agentes, demostró que el límite de detección fue 

equivalente a 10  copias genómicas para VSRH A y 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. Composición de la mezcla para las reacciones de TR-RCP y la RCP anidada del ensayo 

múltiple optimizado.  

Reacción de TR-RCP Reacción RCP anidada 

Mezcla (Estuche OneStep RT-

PCR, Qiagen) 
1 tubo de reacción Mezcla 1 tubo de reacción 

Agua destilada libre de  nucleasas  
15 l 

Agua destilada libre de 

nucleasas (Sigma) 
16,7 l 

Buffer 5X 10 l Buffer 5X 10 l 

dNTPs/ 0,1 M 2 l dNTPs/ 0,25 M 0,8 l 

MPVH1 + (20 pmol/l ) 2 l MPVH2 + (20 pmol/l ) 2 l 

MPVH1 - (20 pmol/l ) 2 l MPVH2 - (20 pmol/l ) 2 l 

BoVH1 + (20 pmol/l ) 2 l BoVH2 + (20 pmol/l ) 2 l 

BoVH1 - (20 pmol/l ) 2 l BoVH2 - (20 pmol/l ) 2 l 

VSRH AB + (20 pmol/l ) 2 l VSRH A2 + (20 pmol/l ) 2 l 

VSRH AB- (20 pmol/l ) 2 l VSRH A2 - (20 pmol/l ) 2 l 

CI1 + (20 pmol/l ) 2 l VSRH B2 + (20 pmol/l ) 2 l 

CI1 - (20 pmol/l ) 2 l VSRH B2 - (20 pmol/l ) 2 l 

Mezcla de enzimas (TR y Taq 

DNA polimerasa) 
2 l 

CI2 + (20 pmol/l ) 
2 l 

Volumen final 45 l CI2 - (20 pmol/l ) 2 l 

  AmpliTaq DNAPolymerase 

(1,25 U) (Applied Biosystems) 
0,5 l 

  Volumen final 
48 l 

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

múltiple optimizado.  

Reacción de TR-RCP Reacción RCP anidada 

45 C  - 45 minutos 95 C  -  5 minutos 

95 C  - 5 minutos 95 C  - 30 segundos  

 

 35 ciclos 

95C-30 segundos  

   45 ciclos 

55C  - 2minutos 

53 C  - 2 minutos 72 C  - 1 minuto 

68 C  - 1 minuto 

68C - 10 minutos  72 C  - 5 minutos  

4 C   4 C   

Fuente: LNR, IPK 

 

En la evaluación de la validez del ensayo optimizado mediante el procesamiento de 183 muestras de ENF 

aplicando los ensayos de amplificación de referencia individuales y el protocolo de TR-RCP anidado múltiple 

permitió detectar, posterior a la extracción de ácidos nucleicos 40 muestras clínicas inhibidas como 

consecuencia de la posible presencia de inhibidores en la muestra clínica por lo que solo fueron analizadas 143  

muestras. La comparación 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 análisis de la 

sensibilidad, especificidad, índice 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 inespecíficas en ambos 

ensayos. Solamente se obtuvieron productos de amplificación específica con la longitud del segmento 

correspondiente para los virus dianas (VSRH A, VSRH B, MPVH y BoVH), observándose las bandas 

nítidas y con buena intensidad.  
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Tabla 17. Resultados de la evaluación de la validez del ensayo de TR-RCP anidado múltiple para 

MPVH, VSRH y BoVH. 

 MPVH VSRH BoVH 

Valor 

(%) 

IC
*
 (95%) Valor 

(%) 

IC
*
 (95%) Valor 

(%) 

IC
*
 (95%) 

Sensibilidad  100,0 93,75 - 100,0   100,0 98,28 - 100,0 100,0 

  

91,67-100,0  

Especificidad  99,26 97,44 - 100,0   99,12  96,97 - 100,0 100,0 99,64- 100,0 

Índice de validez  99,30 97,59 - 100,0   99,30 97,59 - 100,0 100,0 99,65- 100,0 

VPP
**  88,89 62,80 - 100,0   96,67 88,58 - 100,0 100,0 91,67- 100,0 

VPN
***

  100,0 99,63 - 100,0   100,0 99,56 - 100,0 100,0 99,64- 100,0 

Leyenda: IC
*
 (Intervalo de Confianza), VPP

**
 (Valor predictivo positivo), VPN

***
 (Valor predictivo 

negativo) 

Fuente: LNR, IPK 

  

Varios estudios confirman que los métodos de amplificación de ácidos nucleicos de agentes microbianos 

(RCP, TR-RCP, TR-RCP en tiempo real) constituyen métodos diagnósticos rápidos, sensibles y de gran valor 

para la identificación de los virus emergentes; particularmente cuando el cultivo del organismo es lento o no es 

posible.  Los resultados de esta investigación, se suman a la lista de investigaciones previas para corroborar 

dicho planteamiento (245, 251, 252).  

En el presente estudio se logró optimizar un ensayo de TR-RCP anidado múltiple que permite diagnosticar de 

manera sensible y específica en un mismo tubo de reacción, tres agentes (VSRH, MPVH y BoVH) asociados 

a un mismo síndrome, acortando el tiempo para el diagnóstico, disminuyendo los costos de las 

determinaciones y posibilitando detectar la presencia de coinfecciones. La información rápida  y segura sobre 

los agentes etiológicos virales de las IRA al médico de asistencia, permite un mejor manejo de los casos y la 

implementación de las medidas terapéuticas adecuadas; evitando la prescripción indiscriminada de 

antibióticos y disminuyendo los costos por hospitalización. 

 El empleo del ensayo optimizado para la vigilancia de la circulación de dos virus respiratorios emergentes 

(MPVH y BoVH) en Cuba, posibilitará realizar una alerta temprana a las autoridades nacionales de salud 

sobre eventos epidemiológicos que surjan relacionados con estos agentes, facilitando la ejecución rápida de un 

plan de medidas para la prevención y el control efectivo de los mismos.  



Virus respiratorios emergentes en Cuba en el período 2005-2010 

 69 

IV. 2. 2 Identificación de la circulación de MPVH y BoVH en niños ≤ 5 años de edad con IRA  

El procesamiento de 1001 muestras clínicas respiratorias colectadas de pacientes con edades comprendidas 

entre 8 días de nacido y 5 años mediante el ensayo de TR-RCP anidado múltiple para el diagnóstico del 

VSRH, el BoVH y el MPVH, demostró que el 20,4 % (n=205) de dichas muestras resultaron positivas a uno 

o más de los virus respiratorios estudiados.  

El 70,2% (n=144) de las muestras positivas correspondió a infecciones simples. El virus más frecuente en este 

tipo de infección fue el VSRH (n=72). El BoVH ocupó el segundo lugar al ser identificado en 47 muestras y 

el MPVH se detectó como único agente en muestras de 25 pacientes.  

La presencia de más de uno de los virus respiratorios diagnosticados se encontró en el 29,7% (n=61) de las 

muestras clínicas respiratorias. El virus más frecuente detectado en infecciones múltiples fue el VSRH (n=55, 

90,1%). La coinfección doble observada con una frecuencia mayor fue entre el VSRH A y B (n=34, 55,7%). 

En orden de frecuencia otras coinfecciones con el VSRH detectadas fueron: MPVH (n=9, 14,7%) y BoVH 

(n=4, 6,5%).  La detección simultánea del MPVH y el BoVH estuvo presente en 6 muestras (9,8%). En 8 

(13,1%) de las muestras positivas a más de un virus respiratorio, se observó la amplificación específica para 

tres agentes distintos.  

Está establecido que la mayoría de las IRA están causadas por un virus, sin embargo hasta en un tercio de los 

casos no se consigue demostrar ningún agente etiológico (3). En los últimos 10 años, los avances en la 

biología 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 había 

identificado su etiología (8, 11, 12). En este estudio, el empleo del ensayo de TR-RCP anidado múltiple 

optimizado en los LNR, permitió la identificación en Cuba de la circulación de dos virus respiratorios 

emergentes (BoVH y MPVH) a partir de su detección en muestras respiratorias de niños con IRA. 

En la figura 2 se muestra la distribución de los porcentajes de positividad al VSRH, MPVH y el BoVH 

respecto al total de las muestras estudiadas. El MPVH se detectó 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 niños con ≤ 5 

años de edad y diagnóstico clínico de IRA, diciembre 2009-diciembre 2010. 

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 

 

Desde la detección por primera vez del MPVH en el año 2001 en Holanda, se han publicado varios estudios 

sobre su identificación en muestras clínicas respiratorias con cifras muy variables (1,5% a 25%) en cuanto a su 

prevalencia en las IRA pediátricas (253-255). Por otro lado, desde la descripción  inicial del BoVH, se notificó 

la circulación de este virus emergente en todos los continentes con cifras de incidencia que oscilan entre el 

1,5% y el 19% (256-258). Para ambos agentes,  la metodología y los criterios diferentes de selección de los 

casos en los estudios publicados determinan que los resultados de las distintas series sean difíciles de 

comparar.  

En algunos estudios solo se investiga la presencia del MPVH en las muestras respiratorias de los niños 

hospitalizados detectándose los porcentajes más altos (14%-17%) (259, 260),  mientras que en otros, sólo 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 máxima en los niños menores de 3 años (98). Por ello, 

los estudios que incluyen a este grupo de pacientes, encuentran al MPVH en porcentajes superiores (17%-

25%) (260, 263) en comparación a los que incluyen niños mayores de 5 años y adultos (1,5%-5,5%) (264, 

265). Por último, la circulación estacional del MPVH también puede contribuir a que se obtengan resultados 

muy diferentes dependiendo de si se estudia solo la temporada epidemiológica de las IRA o no.  

El porcentaje de detección 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 Canadá se encontró 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 detectó un segmento del genoma del BoVH en el 19% de los niños entre 3 meses y 

5 años de edad hospitalizados por un episodio de sibilancia (125).  

Una característica distintiva del BoVH es la alta frecuencia de coinfección con otros virus respiratorios (268). 

En los resultados presentados se detectó un segmento del ADN del BoVH en el 29,5% (n=18) de las 

coinfecciones. En varios países, los estudios realizados encontraron porcentajes de coinfección variables, con 

valores que oscilan entre un 5% y un 60% de los casos (269, 270). El rango amplio está relacionado con los 

tipos de estudios realizados, el número de virus investigados y la sensibilidad de los ensayos utilizados. En los 

últimos años, debido a la investigación sistemática de las muestras respiratorias mediante los ensayos de RCP 

múltiple para el diagnóstico de los virus respiratorios, la detección de coinfecciones resulta frecuente (271-

273).  

A pesar de los estudios que avalan la frecuencia de las coinfecciones virales en el diagnóstico etiológico de las 

IRA, no está completamente dilucidado cual es el papel que juegan los virus detectados simultáneamente en 

un mismo paciente. Podrían representar infecciones concurrentes, secuenciales o simplemente, un estado de 

portador asintomático de uno o más agentes virales.  Se desconoce si en el caso de las IRA, un virus es capaz 

de facilitar o antagonizar la infección simultánea de otro virus en el mismo hospedero (271, 274, 275).   

El diagnóstico clínico más común en los pacientes estudiados fue la ITRI que representó el 73,6% (n=737) del 

total de los casos. Dentro de este grupo de pacientes, el diagnóstico de neumonía y bronquiolitis estuvo 

presente en 190 (25,7%) y 76 (10,3%) niños, respectivamente. En el 26,3% (n=264) de la población estudiada 

se diagnosticó clínicamente una ITRS. En esta población, el BoVH fue el agente más común. El MPVH fue 

el segundo virus detectado con mayor frecuencia en niños con diagnóstico clínico de bronquiolitis (tabla 18).  

La presencia de un segmento del ADN del BoVH como único agente en niños con diagnóstico de neumonía 

(p=0,02) e ITRS (p=0,00) resultó ser estadísticamente significativo. Por otra parte, a pesar de no detectarse 

asociación estadística significativa, se detectó un segmento del genoma del BoVH en muestras de pacientes 

con diagnóstico clínico de bronquiolitis y otras infecciones del tracto respiratorio inferior (tabla 18).  

Los datos disponibles en la literatura acerca de las manifestaciones clínicas asociadas con la infección por el 

BoVH destacan la bronquiolitis, la neumonía, la sibilancia y la exacerbación de crisis de asma como 

diagnósticos clínicos frecuentes (138, 276, 277).  Este estudio, forma parte de la vigilancia de laboratorio, por 

lo que algunos datos clínicos recogidos en el modelo de colecta de muestra para estudio microbiológico 

podrían estar ausentes para permitirnos realizar conclusiones definitivas sobre la asociación de la infección por 

el BoVH con la diversidad de diagnósticos clínicos encontrados.  
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Tabla 18. Distribución de la positividad al BoVH y MPVH en niños  ≤ 5 años de  edad con diferente 

diagnóstico clínico entre diciembre 2009-diciembre 2010.  

Diagnóstico 

clínico 

Muestras 

procesadas 

Total de 

muestras 

positivas  
*** 

(% ) 

BoVH MPVH 

No. muestras 

positivas (%) 

 

Valor de 

p
****

 

No. 

muestras 

positivas 

(%) 

 

Valor de 

p
****

 

ITRI
*
 471 46 (9,7) 18 (39,1) 0,27 4 (8,6) 0,00 

neumonía 190 20 (10,5) 3 (15,0) 0,02 5 (25,0) 0,80 

bronquiolitis 76 47 (61,8) 2 (4,2) 0,37 10 (21,2) 0,00 

ITRS
**

 264 31 (11,7) 24 (77,4) 0,00 6 (19,3) 0,78 

Total 1001 144 (14,3) 47 (32,6)  25 (17,3)  

Leyenda
: * 

ITRI: Infección del tracto respiratorio inferior. 
**

ITRS: Infección del tracto respiratorio superior.
 

***
Están incluidas muestras clínicas 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 que sea el agente causal de los síntomas (278). La frecuencia elevada de 

infecciones múltiples del BoVH con otros virus respiratorios, hace complicado establecer la asociación causal 

entre  este virus y una enfermedad. En este estudio, en los pacientes en los que el BoVH  fue el único virus 

detectado, se asoció con manifestaciones clínicas 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 diagnóstico clínico de bronquiolitis y otros tipos de ITRI, la positividad al 

MPVH fue significativa (p=0,00) (tabla 18). Estos hallazgos sugieren que las manifestaciones clínicas 

asociadas a la infección por el MPVH no son específicas de este virus. Por el contrario, son indistinguibles a 

las asociadas con la infección por el VRSH como lo plantean otros investigadores (95, 96).  

La distribución por grupos de edades de las muestras procedentes de niños con infección 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 niños 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 encontró en el grupo de pacientes con edades comprendidas entre 3 meses y 

5 años. El porcentaje mayor de positividad (56%) correspondió a niños con edades comprendidas entre 1 y 2 

años lo que resultó ser estadísticamente significativo (p=0,00). 

Los estudios de seroprevalencia publicados, señalan que el MPVH es un virus ubicuo, mucho más frecuente 

de lo que se pensaba en un principio (105, 114, 115). El estudio inicial de van den Hoogen en Holanda, 

encontró que el 25% de los niños entre 6 y 12 meses de edad tenían anticuerpos frente a este virus y que a la 

edad de 5 años el 95% de los niños eran seropositivos al MPVH (8). Resultados similares se han publicado en 

Israel (115), Canadá (104) y  China (105).   

Aunque un segmento del genoma del BoVH  se detectó en niños de todas las edades (figura 3), no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en los diferentes grupos de edades. Es de señalar que  el 

93,6 % de los niños eran menores de 2 años, lo que sugiere que las infecciones  por el BoVH son frecuentes 

en los dos primeros años de la vida. 

La mayoría de las investigaciones demuestran que la infección por el BoVH es más frecuente en los niños 

menores de 3 años (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 Japón reveló que esta 

es mínima entre los 6 y 8 meses de edad y aumenta progresivamente hasta alcanzar el 94% a los 6 años de 

edad (139). 

La distribución mensual del porcentaje de positividad para el MPVH y el BoVH en las muestras en las que un 

único agente fue detectado aparece reflejada en la figura 4.  Para el MPVH, se puede apreciar un primer 

incremento (20%) en la actividad de su circulación en el mes de julio del 2010 y un segundo (20%) en 
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noviembre del mismo año. Por otro lado, para el BoVH, solo se detectó un incremento en su detección en el 

mes de noviembre (21%) (figura 4).  
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Figura  4. Distribución 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 detectó entre los meses de septiembre a diciembre del año 

2010 y un 40 % (n=10)  se detectó entre junio y agosto. Con relación 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 año 2010, pero 

casos positivos también se diagnosticaron en enero, febrero, y desde junio hasta agosto del propio año. 

En la literatura consultada, solo encontramos una publicación sobre la detección del MPVH en 3 países de la 

región de América Central en los que el clima es subtropical, pero no se analizó la estacionalidad de este 

agente (284).  

En países con clima templado, el MPVH posee una distribución estacional.  En estos países, la mayoría de los 

casos de infección por el MPVH se detectan al finalizar el invierno 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 países tropicales donde las infecciones por este virus podrían 

tener un patrón diferente, son muy limitados (287-289).  Un estudio reciente en la India reportó que la mayoría 

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 temática en países 

del área del Caribe. Cuba, por su situación geográfica, posee un clima subtropical y se reconocen dos 
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estaciones climáticas: una estación lluviosa entre los meses de mayo a octubre y una estación seca 

comprendida entre los meses de noviembre hasta abril, con la temperatura promedio más alta en el mes de 

julio (30°C) (291).   Los resultados del presente estudio sugieren que el patrón estacional del  MPVH en países 

con clima subtropical como el nuestro pudiera ser diferente, sin embargo esta observación necesitaría del 

análisis de temporadas sucesivas de infecciones respiratorias.  

En la mayoría de las publicaciones procedentes de países con clima templado y tropical,  las infecciones por el 

BoVH, aunque ocurren a lo largo de todo el año, son más frecuentes durante los meses de invierno y 

primavera. A pesar de esto, se debe tener presente que muchos de los estudios tienen un diseño retrospectivo y 

cuentan con la limitación de haber incluido muestras colectadas únicamente durante los meses de invierno, 

coincidiendo con el incremento en la circulación de la mayoría de los virus respiratorios (266, 292, 293).  En la 

literatura consultada no se publican investigaciones sobre la estacionalidad del BoVH en países con clima 

subtropical. Los resultados obtenidos evidenciaron que las características estacionales  del BoVH son 

similares a las del MPVH. No obstante, es arriesgado arribar a conclusiones definitivas sobre la estacionalidad 

del BoVH en Cuba e investigaciones futuras deben contribuir a esclarecer este tema. 

Este estudio constituye el primer reporte de la detección de la circulación de los virus respiratorios emergentes: 

BoVH y MPVH, en Cuba y el área del Caribe. Los resultados aportan nuevas evidencias sobre el papel 

etiológico de estos agentes en las infecciones respiratorias pediátricas y confirman la distribución mundial de 

los mismos.  

 

IV. 3  Desarrollo de una estrategia de laboratorio para el diagnóstico y estudio de la circulación de un 

virus influenza con potencial pandémico.  

 

IV. 3. 1 Elaboración de un algoritmo para el diagnóstico 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 año 2005, los LNR fortalecieron sus capacidades diagnósticas para la vigilancia de las IRA virales. La 

introducción de varios ensayos de RCP para el diagnóstico de 20 virus respiratorios, incluidos los virus 

influenza considerados con mayor potencial pandémico: influenza A (H5N1), influenza A (H7N7) y el virus 

influenza A (H9N2) contribuyeron a dicho fortalecimiento. 

El 25 de abril del año 2009 la Directora General de la OMS declaró Emergencia de Salud Pública de 

Preocupación Internacional y anunció la emergencia de un virus influenza A (H1N1) nuevo de origen porcino 

con potencial pandémico al que se le denomina actualmente influenza A (H1N1) pdm09 (294). El 11 de 
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junio, la OMS definió el evento epidemiológico como la primera pandemia del siglo 21 producida  por un 

virus influenza.  

En Cuba, ante este evento epidemiológico, el 26 de abril del año 2009, los LNR del IPK elaboraron una 

estrategia de vigilancia de laboratorio que se inició con la confección del documento: “Indicaciones del 

Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios del IPK para la colecta de muestras clínicas para el 

diagnóstico virológico y vigilancia de la influenza porcina A (H1N1)" (nombre que se le dió inicialmente al 

nuevo virus) para su distribución inmediata a la Red Nacional de Laboratorios de Microbiología (Anexo 8). 

Para su confección se tuvieron en cuenta los conocimientos previos sobre los virus influenza estacionales y la 

poca información disponible en esa fecha sobre el nuevo agente. Estas indicaciones se acompañaron de la 

introducción de un modelo nuevo de colecta de muestra para diagnóstico microbiológico (Anexo 5) y el inicio 

de una primera etapa de implementación del Sistema Nacional de Transporte de muestras para el diagnóstico 

microbiológico. 

La OMS orientó que el diagnóstico molecular era el método de elección para la identificación del nuevo virus 

y señaló que la amplificación de segmentos correspondientes a más de un gen de los virus influenza A era el 

procedimiento más apropiado (216).  

Inicialmente, el laboratorio designó el método descrito previamente por Casas y colaboradores (204) para la 

extracción de ácidos nucleicos considerando que permite extraer con eficiencia el ácido nucleico de tipo ADN 

y ARN e incluye un control interno que posibilita chequear el proceso de extracción, la  reacción de 

amplificación y evita la notificación de casos falsos negativos.  

El análisis de la especificidad de los cebadores para la amplificación de los segmentos de los genes de las 

proteínas NP, M y HA (205, 214, 215), disponibles en el laboratorio y empleados para la identificación de los 

virus influenza A y subtipo de influenza A (H1N1) evidenció que los diseñados para los genes de las proteínas 

NP y M eran teóricamente 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, podría atribuirse a que fueron diseñados a partir de una región altamente conservada del gen de 

dicha proteína, son degenerados y detectan todos los virus influenza A conocidos (205). 

 Los cebadores específicos 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 múltiple para el subtipado del virus infuenza estacional A (H1N1).  
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se establecieron dos definiciones de casos. La primera de ellas 

estuvo referida a caso probable; en la que deberían 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 última se 

consideró, que en los casos con resultados positivos al virus influenza A y al virus influenza A (H1), debería 

ser secuenciado al menos uno de los segmentos resultantes de la amplificación de los genes de la M, NP o HA 

para definir si se trataba de un caso confirmado al nuevo virus o por el contrario se trataba de una infección por 

el virus influenza estacional A (H1).  

Con el objetivo de realizar el diagnóstico diferencial con otros virus influenza y 13 virus respiratorios se 

incluyeron en el algoritmo del laboratorio diferentes ensayos de TR-RCP anidados múltiples (205, 206, 212, 

213). 

En relación al aislamiento viral, al momento de elaborar el algoritmo diagnóstico, la OMS señalaba que la 

sensibilidad de los sistemas convencionales (cultivo de células y aislamiento en huevos embrionados) para el 

nuevo virus era aún indeterminada. Por otro lado, se recomendó que para dicho procedimiento debieran 

emplearse medidas de contención del nivel III de seguridad biológica, no disponibles en el laboratorio. Sin 

embargo, los procedimientos para el diagnóstico molecular podrían llevarse a cabo en condiciones del nivel II, 

con prácticas de laboratorio del nivel III de seguridad biológica (216). 

Al mismo tiempo que se implementó el algoritmo diagnóstico propuesto, se desarrolló y optimizó un ensayo  

nacional de TR-RCP específico para el virus pandémico que amplifica un segmento del gen de la HA de este 

agente. El ensayo demostró un 97% de sensibilidad y un 100% de especificidad.  La confirmación de la 

identidad de los productos amplificados se realizó  mediante secuenciación nucleotídica adicional (217).  

Como resultado del análisis previo, en la figura 5 se muestra la estructura del algoritmo diagnóstico empleado 

en los LNR para la primera fase del diagnóstico y vigilancia del virus influenza A (H1N1) pdm09 en el 

período comprendido entre el 28 de abril y el  17 de julio del año 2009. 
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Figura 5. Algoritmo diagnóstico de la primera fase de vigilancia del virus influenza pandémico A 

(H1N1) pdm09 en Cuba.  

Fuente: LNR, IPK 

 

Al disponer de un protocolo nacional de TR-RCP para el nuevo virus, se realizó una actualización del 

algoritmo diagnóstico empleado en la primera fase que consistió en decidir que la secuenciación de ácidos 

nucleicos para la confirmación definitiva de los casos se realizara solamente una vez por semana como control 

de la calidad del diagnóstico, a la totalidad de los casos con diagnóstico clínico de IRAG y los fallecidos por 

esta causa a partir del 17 de julio del año 2009 y hasta el 27 de septiembre del propio año. Esta actualización 

conservó el cumplimiento de las orientaciones de la OMS, y fue útil al permitir acortar el tiempo del 

diagnóstico y garantizar la eficiencia del proceso. En la siguiente figura se muestra el algoritmo de la primera 

fase actualizado.  
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Figura  6.  Algoritmo diagnóstico de la primera fase actualizado para la vigilancia del virus influenza A 

(H1N1) pdm09. 

Leyenda: *Aplicación de ensayos para diagnóstico 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 formó parte de la estrategia diagnóstica 

diseñada para la vigilancia del nuevo virus pandémico en una primera fase, se basó en el empleo de varios 

ensayos de TR-RCP. Este tipo de algoritmo fue el más empleado por los laboratorios que llevaron a cabo la 

vigilancia de este agente en varios países (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 identificación de un nuevo subtipo en la práctica; debido a la carencia de 

los reactivos específicos tanto para la detección de Ac como para la identificación y caracterización antigénica 

mediante la IH. Los métodos rápidos para la detección 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 amplificación de ácidos nucleicos, particularmente los ensayos de TR-RCP, se han 

convertido en la herramienta estándar para el diagnóstico y la vigilancia de los virus influenza en las últimas 

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 diagnóstico; 

aspectos necesarios  para la vigilancia de un virus emergente, el manejo eficiente de un brote, la aplicación 

oportuna de un tratamiento antiviral específico y la implementación de las medidas efectivas para la profilaxis 

y el control. 

 Es conocido que la amplificación mediante RCP y el análisis posterior comparativo de las secuencias 

nucleotídicas no solo garantiza la detección directa de un agente a partir de una muestra clínica, sino también 

permite realizar análisis genéticos retrospectivos para evaluar origen ancestral y evolución viral (300-302). La 

información que aporta una secuencia nucleotídica proporciona confiabilidad de un resultado diagnóstico y 

permite además la detección oportuna de la circulación de las variantes virales con posible repercusión clínica 

y epidemiológica, posibilitando realizar tempranamente actualizaciones en los programas de prevención y 

control (303, 304). 

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

secuenciado a partir de las muestras positivas de pacientes confirmados en Cuba, mostró un porcentaje de 

homología ≥96 % al compararlas con las secuencias del virus pandémico detectado en otros países 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 (H1N1) pdm09 detectado en Cuba, se encuentran 

disponibles en el GenBank bajo los números de acceso: HM159409-159418 y HM176606-HM17639. 

Al analizar los resultados del procesamiento de 1785 muestras en relación al tiempo que medió entre la 

recepción de las muestras por los LNR y la notificación de los resultados durante la aplicación del algoritmo 

diagnóstico establecido para la primera fase, es de destacar que el promedio de días fue de 1,4 días. En el 92,5 

% (n=1652) de las muestras estudiadas, la notificación de los resultados del laboratorio se produjo en 2 días o 

menos. El rango de días fue de 1-8. En la tabla 19 se muestran los resultados de este análisis. 
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Tabla 19. Número de muestras procesadas según el número de días que medió entre la recepción  de 

la muestra y la notificación del resultado de laboratorio.   

Días No de muestras ( %) 

< 24 horas 53  (2,9) 

1 1193 (66,8) 

2 406 (22,7) 

3 99 (5,5) 

4 21 (1,1) 

5 5 (0,2) 

6 6 (0,3) 

8 2 (0,1) 

Total 1785 

         Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 

 

Se diseñó un algoritmo diagnóstico para una segunda fase de la vigilancia del virus influenza pandémico 

favorecido por la voluntad política del gobierno y el apoyo de la OPS.  En el mismo se realizó la introducción 

de un equipo homogenizador de muestras de tejidos, un extractor automático de ácidos nucleicos, un equipo 

de RCP en tiempo real y un protocolo específico para el nuevo virus, que posibilitó acortar aun más el tiempo 

del diagnóstico, procesar un mayor número de muestras, automatizar e incrementar la sensibilidad del 

algoritmo diagnóstico (figura 7).  

El protocolo de TR-RCP en tiempo real introducido en esta nueva fase, fue el recomendado por  la OMS para 

el diagnóstico y la vigilancia del virus pandémico, desarrollado por el CDC, (siglás 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 amplificación independientes. La primera de ellas permite la amplificación de un segmento del 

gen de la proteína 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. Además, el ensayo incluye un juego de 

cebadores para la amplificación específica de un segmento del gen RNase P humano presente en todas las 

células del organismo que permite controlar la eficiencia del proceso de extracción y evita la notificación de 

resultados falsos negativos. Teniendo en cuenta que el ensayo garantiza la identificación de todos los virus 

influenza A, permitió mediante la posterior aplicación de los ensayos de TR-RCP anidada para el subtipado 
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de estos agentes, monitorear la circulación de los virus influenza estacionales: A (H3N2) y A (H1N1), o por el 

contrario detectar los virus influenza A no subtipables que podrían constituir una alerta por la posible 

emergencia de un subtipo nuevo. El ensayo se realizó utilizando el estuche comercial  SuperScript III Platinun 

One Step Quantitative  (Invitrogen), el cual  garantizó la reacción TR-RCP en un solo paso y posibilitó realizar 

el protocolo establecido en el equipo disponible de modo rápido, permitiendo obtener resultados en un tiempo 

aproximado de 45 minutos.  

 

 

Figura 7. Algoritmo diagnóstico de la segunda fase para la vigilancia del virus influenza A (H1N1) 

pdm09 en Cuba. 

Leyenda: *Aplicación de los ensayos para diagnóstico diferencial con otros virus respiratorios a muestras de 

fallecidos  y casos de IRAG. 

Fuente: LNR, IPK  

 

IV. 3. 2 Detección y estudio de la circulación del virus influenza pandémico.  

El 28 de abril del año 2009 se inició la recepción por los LNR de las primeras muestras clínicas de los casos 

sospechosos de infección por el virus pandémico y se implementó el algoritmo de diagnóstico propuesto. El 4 
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de Mayo se recibió la primera  muestra de un caso sospechoso de infección por influenza pandémica 

colectada de un viajero procedente de México. Dos días después se notificó el primer caso confirmado por el 

nuevo virus que determinó la alerta a las autoridades nacionales de salud para la puesta en marcha de las 

acciones de prevención y control incluidas en el Plan Nacional de enfrentamiento del  virus influenza A 

(H1N1) pdm09. 

Al igual que en Cuba, la detección temprana de la infección por el virus pandémico en otros países estuvo 

relacionada con viajeros procedentes de México. En relación a esta observación, se reportó una correlación 

significativa entre pasajeros de líneas aéreas procedentes de México y el número de casos confirmados (305, 

306). 

Una de las primeras medidas de prevención 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 notificación  de este caso, entre el 7 y el  13 mayo del año 

2009, se realizó un estudio conjunto con la DNE del MINSAP en la institución designada para la cuarentena 

mediante el cual se colectaron y procesaron por el algoritmo diagnóstico propuesto para la primera fase, un 

total de 64 muestras clínicas respiratorias. Los resultados permitieron detectar 3 casos nuevos confirmados de 

infección por el virus pandémico. La detección de la excreción viral hasta el décimo día posterior a la fecha del 

inicio de los síntomas, se consideró un hallazgo relevante marcador de una diferencia con los virus influenza 

estacionales. Al mismo tiempo, indicaba la necesidad de modificar algunas medidas de prevención y control.  

La existencia de la co-circulación del nuevo virus con los virus influenza estacionales, así como la efectividad 

del tratamiento antiviral impuesto como medida de prevención y control, fueron otros resultados derivados de 

este primer estudio. La confirmación mediante secuenciación nucleotídica de los primeros casos, evidenció la 

sensibilidad y la especificidad del diagnóstico. 

El monitoreo de la circulación de los virus influenza a partir de la semana epidemiológica (SE) 23 (7 al 13 de 

junio del año 2009) (figura 8), evidenció un incremento en la positividad al virus pandémico en muestras 

clínicas procedentes de los brotes comunitarios y en instituciones escolares. A partir de este momento, este 

agente se convirtió en el virus influenza circulante predominante, evidenciando su transmisión sostenida en 

Cuba y corroborando  el carácter típicamente explosivo de la circulación de los virus influenza descrito en la 

literatura científica mucho más notorio al tratarse de un virus nuevo para el cual la población carece de 

inmunidad (146, 308). 
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Figura 8. Distribución de las muestras positivas a los virus influenza por semanas epidemiológicas, 

Cuba  2009.  

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 

 

Como se observa en la figura 8, el virus estacional influenza A (H1N1) se detectó en la circulación hasta la SE 

27, (5 julio al 17 de julio). Este resultado se corresponde con el desplazamiento de la circulación 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 circulación a la variante viral anterior (309). Este 

fenómeno de desplazamiento fue reconocido en todo el mundo según 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 está 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 heterosubtípica  

transitoria, capaz de conferir protección cruzada entre diferentes subtipos de virus influenza por un período 

breve de tiempo, entorpeciendo temporalmente la infección de un individuo por cepas diferentes (311, 312). 

Se ha postulado que durante las pandemias, una fracción importante de la población infectada por el virus 

nuevo queda transitoriamente inmunizada contra los subtipos previamente circulantes, reduciendo 

críticamente el número de susceptibles, lo cual conduce paulatinamente a la extinción del virus estacional 

(313). Dado que el subtipo A (H1N1) estacional comparte mayor número de epítopes con el virus pandémico 

que el subtipo A (H3N2),  es posible que el fenómeno antes descrito sea más importante para el virus 

estacional A (H1N1) 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 año 2009 y el 10 de agosto del año 2010,  período que delimita la vigilancia de la 

primera pandemia del presente siglo, los LNR procesaron un total de 14 510 muestras procedentes de casos 

esporádicos, brotes, pacientes con IRAG y fallecidos, sospechosos de infección por el virus influenza A 

(H1N1) pdm09 de todo el país y con edades comprendidas entre 10 días de nacido y 103 años de edad.  

Hasta el 10 de agosto del año 2010, cuando la OMS declaró finalizada la actividad pandémica del virus 

influenza A (H1N1) pdm09 (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 país según la división política administrativa vigente hasta esa fecha. Como se 

muestra, en todas las provincias se confirmaron casos de infección por el virus influenza pandémico. 

 

Figura 9. Tasa de incidencia de influenza pandémica según 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 

distribución desigual de la tasa de incidencia para el nuevo virus en las diferentes provincias. Sin embargo, hay 
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que señalar que la Ciudad de la Habana, es la provincia con menor extensión territorial pero con mayor 

número de habitantes del país (más de 3 millones) y con un 100% de la población urbana (222). La misma 

constituye un importante polo turístico y posee el aeropuerto y puerto de mayor tráfico aéreo y comercial, lo 

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

 

Tabla 20. Distribución y porcentaje de muestras confirmadas a influenza A (H1N1) pdm09 en Cuba 

según condiciones clínica-epidemiológicas.   

Condición 

 clínica- epidemiológica 

 

Muestras 

procesadas 

Casos 

confirmados 

 

% Positivos 

  

Valor de   

p
*
 

viajero 1224 180 9,9 

  

0,01 

ETI 5601 830 45,9 

  

0,00 

IRAG 4369 247 13,6 

  

0,00 

brote 1496 325 18 

  

0,00 

embarazo 1047 140 7,7 

 

0,34 

fallecido 773 83 4,5 

 

0,14 

Total 14510 1805 12,2 
  

Leyenda: 
* 
Prueba de X

2 
. Significativo valor de p≤0,05 

Fuente: Registro de datos de los LNR, IPK 

 

Se demostró asociación estadísticamente significativa entre la confirmación de la infección por el virus 

pandémico y la condición de ser viajero (p=0,01), presentar diagnóstico clínico 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 artículos relacionados con el impacto social y económico de la pandemia por el 

virus influenza A (H1N1) pdm09 sobre los sistemas de salud, indican que la misma fue de una intensidad leve 

a moderada, con índices de morbilidad, hospitalización y letalidad inferiores a cualquiera de las pandemias 

previas y con características clínicas y una dinámica de transmisión similares a la influenza estacional (según 

tasa de ataque secundario y período de incubación). Sin embargo, fue significativo el reporte de embarazadas 

afectadas experimentando cuadros severos y fatales a nivel mundial, los índices altos de morbilidad en adultos 
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jóvenes, el empleo del cierre de escuelas como medida de control y las afectaciones económicas 

experimentadas por algunos países (317-319). 

Algunas características virológicas del virus influenza A (H1N1) pdm09 podrían explicar su comportamiento 

menos virulento en comparación con virus pandémicos previos. Se sugiere  la ausencia de marcadores de 

virulencia como la presencia de  múltiples aminoácidos en la región de escisión de la HA o la sustitución de 

ácido glutámico por lisina en la posición 627 de la proteína PB2 que estuvieron presentes en los virus 

pandémicos previos. Además, a diferencia de los agentes causales de las pandemias anteriores, el nuevo virus 

pandémico no contiene la proteína accesoria PB1-F2, considerada un factor promotor de apoptosis, 

estimulador de la inflamación y vinculado a una mayor severidad de la infección. Por último, el virus 

demostró ser resistente a las drogas antivirales inhibidoras de M2. Sin embargo, evidenció ser sensible a las 

inhibidoras de la NA. Esto posibilitó el empleo eficaz y oportuno de estas últimas en la profilaxis y el control 

de la infección por el nuevo virus, disminuyendo la transmisión, el número de casos graves en la población de 

riesgo y por consiguiente el número de casos fatales (320, 321). 

Como resultado del monitoreo de la circulación del virus influenza emergente en Cuba, quedó evidenciado 

que el porcentaje de positividad para este agente mostró un primer incremento de su circulación entre las SE 

38 (18 al 24 de septiembre) y la 41 (9 al 15 de octubre) del año 2009  y circuló simultáneamente con el virus 

influenza estacional A (H3N2) (figura 10). Este período coincidió con el inicio del curso escolar y un total de  

298 y 220 muestras clínicas fueron positivas a influenza A (H1N1) pdm09 e influenza A (H3N2), 

respectivamente.  

A finales del mes de marzo del año 2010 (SE 12), comenzó un segundo incremento de la circulación del virus 

pandémico, con una co-circulación mínima 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 

circulación se extendió 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 asociación con los datos de morbilidad, 

podemos afirmar que en nuestro país tuvieron lugar dos olas epidémicas del virus influenza A (H1N1) 

pdm09. La primera de ellas se asoció 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) según 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 período del año 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 expresión de la segunda ola epidémica 

en Cuba. 
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Figura 10. Distribución de la positividad semanal a virus influenza por semanas epidemiológicas, 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 circulación del virus 

influenza A (H1N1) pdm09 en el mundo. La segunda de ellas con un impacto que se considera 

aproximadamente la mitad de la primera ola en la mayoría de los países.  La diferencia principal radicó en el 

momento en que tuvieron lugar. Para los países del hemisferio Sur, la primera tuvo lugar entre los meses de 

junio y agosto del año 2009, y la segunda menos intensa, entre los meses de enero y febrero del año 2010. Es 

de señalar que durante la segunda ola pandémica, un número limitado de países mantenían la notificación a la 

OMS. En cambio, para los países del hemisferio Norte, la primera ola  se registró durante los meses de octubre 

y noviembre, de la misma manera que ocurrió en Cuba y la segunda de menor intensidad en comparación con 

la del hemisferio Sur, entre los meses de marzo y abril (322-325). En relación con estos hechos, merece ser 

mencionado que en el enfrentamiento de la primera pandemia de este siglo estaban disponibles un antiviral 

específico para el control y la prevención de la infección y una vacuna efectiva y segura se obtuvo para el 

nuevo virus en un período no mayor de 6 meses posterior a la emergencia de este agente. Una estrategia de 

vacunación dirigida a proteger a los grupos poblacionales más vulnerables (embarazadas, niños, adolescentes 
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y adultos jóvenes con factores de riesgo, profesionales de la salud, entre otros) permitió mitigar el impacto de 

la segunda ola en la salud pública mundial (326-328). 

 Al resumir los resultados de este estudio, consideramos que el algoritmo diagnóstico elaborado por los LNR 

del IPK, demostró ser efectivo para la identificación temprana de un virus respiratorio emergente pandémico 

en Cuba, permitiendo poner en práctica las medidas de prevención y control de forma oportuna. Al mismo 

tiempo, posibilitó llevar a cabo un monitoreo seguro de su circulación. El desarrollo de un protocolo nacional 

de TR-RCP específico para el virus influenza pandémico, incluido en el algoritmo, fue útil en la fase inicial, 

cuando los recursos eran limitados y a diferencia de otros países, no estaba disponible el protocolo de TR-RCP 

en tiempo real recomendado por la OMS. Esto fue posible el encontrarse disponibles tempranamente las 

secuencias nucleotídicas del nuevo virus e indica la necesidad e importancia de hacer públicas tempranamente 

toda la información posible sobre un virus emergente para enfrentar eventos futuros.  

El gran número de muestras procesadas y la notificación de los resultados del diagnóstico en corto tiempo, 

impactó positivamente en el manejo clínico de los casos, el inicio precoz del tratamiento antiviral efectivo, el 

número de casos secundarios, el número de hospitalizaciones y la estadía hospitalaria. Por otra parte, 

contribuyó al fortalecimiento de los conocimientos sobre las características clínicas, epidemiológicas y 

virológicas del virus pandémico. 
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V.  DISCUSIÓN GENERAL 

 

A pesar de los logros obtenidos frente a las enfermedades infecciosas, surgen brotes nuevos de EIE o poco 

conocidas, o bien otras que se creían vencidas y que reemergen, ocasionando problemas de salud pública y se 

requiere que médicos clínicos, epidemiólogos, microbiólogos y profesionales de la salud pública trabajen 

juntos y sistemáticamente para prevenir las enfermedades infecciosas y detectar tempranamente  cualquier 

evento sanitario inesperado (31).  

Como primer objetivo del presente estudio nos propusimos identificar la posible etiología viral de un brote 

de SFAI ocurrido en La Habana, en el mes de julio del año 2005 que afectó a pacientes pediátricos. 

.Mediante la caracterización clínica de los pacientes estudiados, el  empleo de diferentes ensayos de 

amplificación de ácidos nucleicos (TR-RCP anidada múltiple y RCP anidada múltiple) para el diagnóstico de 

virus influenza A, influenza B, influenza C, VSRH A y B, AdVH, VPI tipo 1-4, CoVH OC43, CoVH 229E, 

RV y EV, así como la posterior secuenciación de ácidos nucleicos para la confirmación y caracterización del 

agente específico; fue posible conocer que dos eventos individuales clínicamente distintos asociados a los 

AdVH tuvieron lugar en pacientes pediátricos atendidos en tres hospitales de La Habana .  

El primero de estos eventos lo constituyó un brote severo de miocarditis aguda, en el que 8 niños fallecieron y 

el análisis anatomopatológico confirmó el diagnóstico clínico y la posible etiología viral de esta afección. La 

detección y posterior identificación mediante secuenciación nucleotídica del genoma viral del adenovirus C 

serotipo 5 en el tejido de músculo cardíaco de 6 (75%) de estos niños nos permite considerar a este agente, 

como el causal  de dicho evento. Existen reportes sobre la detección frecuente de los AdV en casos 

esporádicos de miocarditis (38, 225), sin embargo su identificación como causa de brotes  no es común (42). 

Este hallazgo confirma la necesidad de ampliar el rango de los agentes a estudiar en la etiología de brotes de 

miocarditis aguda. La presentación clínica de los 8 casos estudiados fue severa, acompañada de 

descompensación cardíaca aguda que progresó a la muerte y 5 (62,5%) de ellos presentaban un antecedente 

patológico 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 etiología viral resultaron 

negativos a los agentes investigados. Varias hipótesis han tratado de explicar la no detección 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 

diagnóstico empleados, la correlación con los hallazgos clínicos e histopatológicos y el momento de la 

enfermedad en que la muestra es colectada (223). 

Los resultados constituyen el primer reporte de la detección 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 están estrechamente 

relacionados, resultan necesarias investigaciones futuras sobre los mecanismos fisiopatológicos 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 análisis de otros resultados obtenidos en este estudio, permite plantear que un segundo evento tuvo lugar 

como parte del estudio etiológico del brote de SFAI, en el cuál se detectó ADN de AdVH en 17 (80,9%) de 

las 21 muestras de ENF colectadas de pacientes con sintomatología clínica predominantemente 

gastrointestinal. Para estas muestras, la secuenciación parcial de ácidos nucleicos de un segmento de la 

proteína del hexón de AdVH a partir de 9 (52,9%) de estas muestras permitió identificar en el 100% de ellas a 

los AdVH de la especie D. No fue posible la asignación del serotipo específico de AdVH de la especie D 

detectado en los pacientes estudiados, probablemente debido a que los datos de las secuencias analizadas (370 

nucleótidos) son limitados a una región altamente conservada de la proteína 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 identificación a partir de muestras clínicas 

de diferentes especies y serotipos de AdVH en muestras de pacientes con diferentes síndromes, llegando 

incluso a la identificación de asociaciones clínicas poco frecuentes (74). A pesar de lo anteriomente planteado 

consideramos que la especie D de AdVH estuvo involucrada en la etiología de este segundo evento en niños 

presuntamente inmunocompetentes. Por otra parte, los reportes recientes señalan la ocurrencia de eventos 

recombinantes entre varios serotipos de los AdVH y los pertenecientes a la especie D aparecen como los más 

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 clínicas, así como 

variantes genéticas con distribución geográfica desigual y virulencia asociada (17, 18, 242). Probablemente, la 

identificación inusual de los AdVH de la especie D en esta investigación, podría significar la circulación en 
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Cuba de una variante genética nueva. Otras investigaciones dirigidas a la caracterización molecular del 

genoma completo de esta variante detectada en nuestro país, y estudios para evaluar determinantes de 

virulencia, son imprescindibles para esclarecer este hallazgo.  

Analizando de manera integral los resultados alcanzados en el estudio etiológico del SFAI consideramos que 

tuvieron lugar en La Habana, en el mes de julio del año 2005 dos eventos clínicos individuales y el empleo de 

las herramientas de biología molecular permitió identificar a dos especies de los AdVH en la etiología de los 

mismos.  Ambos eventos estuvieron relacionados en el tiempo e influenciados por las condiciones naturales 

adversas debidas al paso de un Huracán por la costa Norte del Oeste de nuestro país. Esto repercutió 

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 interacción entre agentes patógenos y sus hospederos, y su asociación a factores biológicos 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 clínica y epidemiológicas diferentes (8-11). Se requiere de 

oportunidad y capacidad para la identificación de los nuevos agentes circulantes y la consecuente 

implementación de las estrategias efectivas de prevención y control que contribuyan a minimizar su impacto 

en la salud pública. 

El segundo objetivo del presente estudio estuvo encaminado a identificar la circulación de dos virus 

respiratorios emergentes (MPVH y BoVH) en niños ≤ 5 años de edad con diferentes tipos de infección 

respiratoria aguda mediante un ensayo de  TR-RCP anidado múltiple optimizado.  

Mediante varios experimentos se logró la optimización en el laboratorio de un ensayo de TR-RCP múltiple 

anidado para el diagnóstico 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 múltiple anidado optimizado, permitió fortalecer la capacidad diagnóstica del 

laboratorio e identificar la circulación de MPVH y BoVH por primera vez en Cuba en niños con IRA, 

contribuyendo de esta forma a identificar la etiología de infecciones, en las que no había sido posible 

identificar agente viral alguno.  

El MPVH se detectó como único agente en el 17,3 % de las muestras con infecciones simples, predominando 

en los niños con edades comprendidas entre  1 y 2 años (56%). Se evidenció asociación estadísticamente 
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significativa de la infección por este agente con  varios tipos de ITRI (p=0,00), resaltando el diagnóstico 

clínico de bronquiolitis (p=0,00).  

La detección del BoVH (32,6%) como único agente en pacientes en los que solo se identificó un agente viral 

y su asociación significativa con ITRS (p=0,00) y el diagnóstico de neumonía (p=0,02)  confirman su  papel 

en la etiología de las IRA a pesar de lo controversial que ha resultado la asignación 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).  Aunque el genoma del BoVH  se detectó en niños de todas las edades (0 

a 5 años), el 76,5 % de estos eran menores de 1 año, lo que evidencia que las infecciones  por este agente son 

frecuentes en el primer año 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 clínicamente de las 

producidas por otros virus respiratorios y con una repercusión clínica mayor en los tres primeros años de vida.  

El MPVH posee una replicación lenta y es posible aislarlo en muy pocas líneas celulares, pudiendo demorar 

hasta 21 días (98). El BoVH es un virus no cultivable hasta la fecha (119).  El método de amplificación de 

ácidos nucleicos como el empleado en este estudio (TR-RCP anidado múltiple), constituye la herramienta 

idónea para la identificación sensible de estos agentes.  

Finalmente, se ha demostrado la circulación en nuestro país de dos virus respiratorios emergentes (MPVH y 

BoVH) en niños con IRA. Esta afirmación, confirma la importancia de incrementar el número de virus 

respiratorios que deben ser incluidos en los sistemas de vigilancia de las IRA  y la utilidad de los ensayos 

moleculares para estos propósitos. Sin embargo, una proporción significativa de las muestras respiratorias 

estudiadas aun permanecen  negativas y otros virus emergentes como los nuevos coronavirus humanos 

CoVH NL63,  CoVH HKU1 y poliomavirus  pudieran estar presentes, por lo que otros métodos diagnósticos 

nuevos deberán ser desarrollados.  

Los virus influenza son ejemplo de la constante interacción 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 biológicos, 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 año 2009 de tres pandemias por los virus influenza (146). Esta afirmación 

indica la necesidad de que la comunidad científica desarrolle estrategias diagnósticas para la vigilancia e 

identificación  temprana de un virus influenza pandémico haciendo uso del desarrollo científico y tecnológico 

disponible en la actualidad.  
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Sobre esta base, se cumplimentó un tercer objetivo en la presente investigación dirigido a desarrollar una 

estrategia de laboratorio para el diagnóstico y estudio de la circulación de un virus influenza 

pandémico en Cuba.  

En marzo del año 2009, un brote inesperado de enfermedad respiratoria ocurrió en México y Estados Unidos 

(180). El agente causal identificado fue un virus influenza A (H1N1) de origen porcino con capacidad para 

trasmitirse eficientemente entre humanos  y 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 elabororó una estrategia de diagnóstico y 

vigilancia mediante el empleo de los ensayos de TR-RCP disponibles, el desarrollo de un protocolo nacional y 

la implementación de la secuenciación nucleotídica como método para la confirmación de los casos, y que 

incluyó además la creación de dos definiciones de caso según los resultados de laboratorio. Mediante las 

herramientas de la bioinformática, se demostró que teóricamente, los ensayos disponibles eran capaces de 

detectar al nuevo virus y un algoritmo diagnóstico cumplimentado en dos fases demostró ser sensible y 

específico para la detección temprana de la circulación de este agente en Cuba. La inclusión de la 

secuenciación de ácidos nucleicos en el algoritmo diagnóstico proporcionó seguridad del resultado y aunque 

no fue objeto de este estudio permitió monitorear la circulación de variantes virales.  

La automatización del algoritmo diagnóstico en la segunda fase, permitió acortar el tiempo del diagnóstico, 

procesar un mayor número de muestras, aumentar la sensibilidad y hacer comparables nuestros resultados con 

los reportados por otros países.  

Al concluir el período 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 esporádicos, brotes, pacientes con IRAG y 

fallecidos sospechosos de infección por el virus influenza A (H1N1) pdm09 de todo el país y un total de 1805 

muestras fueron positivas a este agente. La detección del nuevo virus se asoció significativamente a la 

condición de ser viajero (p=0,01), al estudio de brotes (p=0,00), el diagnóstico clínico 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 detección del virus influenza A (H1N1) pdm09 en viajeros de manera significativa es reflejo de la 

vigilancia intensiva sobre esta población a la que se identifica como uno de los factores más importantes en la 

emergencia y re-emergencia de las enfermedades infecciosas. 
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Algunas características biológicas 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 

comparación con los virus pandémicos y los virus de influenza estacional (320, 333). Sin embargo  existen 

autores que plantean que el virus A (H1N1) pdm09 posee una mayor patogenicidad y transmisibilidad que las 

cepas estacionales. Para sustentar estos planteamientos señalan que el nuevo agente es capaz de unirse a 

receptores de acido siálico α 2,3 localizados en las células del tracto respiratorio inferior, mientras que los virus 

estacionales solo reconocen el enlace α 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 explicaría su asociación significativa con la IRAG (320). Al mismo tiempo, la inoculación 

del virus influenza A (H1N1) pdm09 en animales de experimentación demostró en los mismos, el desarrollo 

de signos y síntomas más severos que los inoculados con virus de influenza estacional (334). 

El escenario de las EIE continúa siendo complejo. Los virus influenza continúan evolucionando y permanece 

latente la circulación del  virus influenza aviar A (H5N1) que ha demostrado poder cruzar la barrera de especie 

infectando esporádicamente a humanos en diferentes regiones del mundo (20). Cuando y en que lugar puede 

emerger un virus de influenza pandémica nuevo, no es 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 concepción más 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 tecnología que hoy 

disponemos, desarrollando métodos diagnósticos nuevos sensibles, actualizando o modificando 

periódicamente los disponibles, garantizaremos la continuidad del desarrollo científico-técnico que hoy nos 

permitió conocer que algunos virus respiratorios emergentes circularon en Cuba asociados a diferentes 

cuadros clínicos y eventos epidemiológicos.  
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VI. CONCLUSIONES 

 

 El brote de Síndrome Febril Agudo Inespecífico ocurrido en La Habana, en el mes de julio del año  

2005 estuvo constituido por dos eventos individuales para los cuales los AdVH se identificaron como los 

agentes etiológicos.  

 La especie C serotipo 5 de los AdVH se identificó por primera vez en Cuba, como el agente causal de 

un brote de miocarditis fatal en la población pediátrica. 

  La identificación inusual de los AdVH de la especie D en niños presuntamente inmunocompetentes 

con sintomatología gastrointestinal sugiere la posible circulación en Cuba de variantes de este agente 

reportadas a nivel mundial y deben tomarse en cuenta para eventos epidemiológicos futuros. 

  El ensayo de TR-RCP anidado múltiple optimizado, posibilitó la identificación sensible y específica 

de la circulación por primera vez en Cuba de dos virus respiratorios emergentes (Metapneumovirus y 

Bocavirus humano).  

 La detección de MPVH y BoVH en niños ≤5 años de edad asociados significativamente con 

infecciones de las vías respiratorias inferiores confirma el papel de estos agentes en la etiología de las IRA en 

edades tempranas de la vida.  

 El algoritmo de diagnóstico molecular desarrollado para la vigilancia de la influenza pandémica en 

Cuba resultó ser útil para la identificación oportuna de la circulación del virus influenza A (H1N1) pdm09 

constituyendo una estrategia a seguir para eventos pandémicos futuros.  

 El virus influenza A (H1N1) pdm09 circuló en todo el país asociado a un curso clínico de leve a 

moderado y experimentó dos picos de actividad en su circulación relacionados con  altos índices de atención 

médica.   
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VII. RECOMENDACIONES 

 

1. Caracterizar mediante una estrategia diferente de secuenciación nucleotídica los AdVH de la especie D 

identificados como agentes etiológicos de un brote de Síndrome febril y manifestaciones gastrointestinales 

ocurrido en La Habana en julio del año 2005.  

2. Realizar estudios integrales clínicos, epidemiológicos y virológicos durante varios años consecutivos 

que contribuyan a esclarecer  las características del Metapneumovirus humano y el Bocavirus humano.  

3. Desarrollar e introducir en la práctica del laboratorio nuevos ensayos de diagnóstico molecular para la 

identificación retrospectiva y prospectiva de la circulación de otros virus respiratorios emergentes (CoVH 

NL63 y HKU1, nuevos poliomavirus) en Cuba.  

4. Realizar investigaciones retrospectivas clínicas, epidemiológicas y virológicas de la circulación del 

virus influenza (H1N1) pdm09 a nivel local y nacional.  
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Anexo 2 

Características de los cebadores empleados en la reacción de TR-RCP anidada múltiple para la detección de 
influenza A, B, C, AdVH y VSRH A y B. 
Especificidad 
del cebador 

Nombre y secuencia del cebador 5´-3´ Gen 
Diana 

Posición 

Reacción TR-RCP 
Influenza A y C INF AB1-Positivo 

GAACTCRTYCYWWATSWCAAWGRRGAAAT 
NP (A) 319–347  

(C) 346–374  
Influenza B INF B1-Positivo 

ACAGAGATAAAGAAGAGCGTCTACAA 
NP 217–242 

Influenza A, B y 
C 

INFABC1-Negativo 
ATKGCGCWYRAYAMWCTYARRTCTTCAWAIG
C 

NP (A)1040–1009 
(B) 1208–1177 
(C) 1084–1053 

VSRH A y B VSRAB-Positivo 
ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT 

F 1-37 

VSRH A y B VSRAB-Negativo 
AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATT
C 

F 737–705 

AdVH ADV1-Positivo CAACACCTAYGASTACATGAA Hexon 20380- 20400 

AdVH ADV1-Negativo KATGGGGTARAGCATGTT Hexon 20854- 20836 

CI CI1-Positivo GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT Controla 9-30 

CI CI1-Negativo GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT Controla 1137-1116 

RCP anidada 
Influenza A y B INF AB2-Positivo 

GATCAAGTGAKMGRRAGYMGRAAYCCAGG 
NP (A) 718–746 

(B) 892–920 
Influenza C INF C2-Positivo 

AAATTGGAATTTGTTCCTTTCAAGGGACA 
NP 952–980 

Influenza A y C INF AC2-Negativo 
TCTTCAWATGCARSWSMAWKGCATGCCATC 

NP (A) 1019–990 
(C) 1063–1034 

Influenza B INF B2-Negativo 
CTTAATATGGAAACAGGTGTTGCCATATT 

NP 1018-1090 

VSRH A VSR A2-Positivo 
TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC 

F 347-374 

VSRH A VSR A2-Negativo 
AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT 

F 710-682 

VSRH B VSR B2-Positivo 
ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG 

F 30-59 

VSRH B VSR B2-Negativo 
GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG 

F 641-614 

AdVH ADV2-Positivo 
CCCITTYAACCACCACCG 

Hexon 20485 a 20503 
 

AdVH ADV2-Negativo 
ACATCCTTBCKGAAGTTCCA 

Hexon 20652 a 20632  
 

CI CI2-Positivo 
GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG 

Controla 108-133 

CI CI2-Negativo AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG Controla 995–974 
a 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 

Características de los cebadores empleados en la reacción de TR-RCP múltiple anidada para la detección de 

VPI tipo 1-4, CoVH OC-43, CoVH 229 E, RV y EV.   

Especificidad 
del cebador 

 Nombre y Secuencia del cebador 5´-3´ Gen 
Diana 

Posición 

Reacción TR-RCP 
VPI 1 y VPI 3 PIV131-Positivo 

AGGWTGYSMRGATATAGGRAARTCATA 
HA (VPI 1) 641-667 

(VPI 3) 635-661 
VPI 1 y VPI 3 PIV131-Negativo 

CTWGTATATATRTAGATCTTKTTRCCTAGT 
HA (VPI1) 1277-1248 

(VPI 3) 1270-1241 
VPI 2 PIV41-Positivo 

TAATTCCTCTTAAAATTGACAGTATCGA 
HA (VPI 2) 259-286 

VPI 2 y VPI 4 PIV241-Negativo 
TRAGRCCMCCATAYAMRGGAAATA 

HA (VPI 2) 942-919 
(VPI 4) 963-940 

VPI 4 PIV41-Negativo 
ATCCAGARRGACGTCACATCAACTCAT 

5´NCR-
HA 

(VPI 4) 107-81 a 

CoVH 229E y 
CoVH OC43 

COV1-Positivo 
TGTGCCATAGARGAYWTACTTTTT  

SP (CoVH 229E) 2068-
2090 

(CoV OC43) 2727-
2750 

CoVH 229E y 
CoVH OC43 

COV1-Negativo 
AACCGCTTKYACCAKCAAYGCACA 

SP (CoV229E) 2919-
2896 

(CoVH OC43) 3533-
3511 

EV y RV EVRV1-Positivo 
CTCCGGCCCCTGAATRYGGCTAA 

5´NCR-
VP4/VP2 

(EV) 445-467 b 
 

EV y RV EVRV1-Negativo 
TCIGGIARYTTCCASYACCAICC 

5´NCR-
VP4/VP2 

(RV) 1200-1178 

CI CI1-Positivo GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT Controlc 9-30 

CI CI1-Negativo GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT Controlc 1137-1116 

RCP anidada 
VPI 1 y VPI 3 PIV132-Positivo 

ACGACAAYAGGAARTCATGYTCT 
HA (VPI 1) 754-776 

(VPI 3) 748-770 
VPI 1 PIV12-Negativo 

GACAACAATCTTTGGCCTATCAGATA 
HA (VPI 1)1193-1168 

VPI 3 PIV32-Negativo  
GAGTTGACCATCCTYCTRTCTGAAAAC 

HA (VPI 3)1138-1112 

VPI 2 y VPI 4 PIV242-Positivo 
CYMAYGGRTGYAYTMGAATWCCATCATT 

HA (VPI 2) 487-514 
(VPI 4) 509-536 

V PI2 PIV22-Negativo 
GCTAGATCAGTTGTGGCATAATCT 

HA (VPI 2) 784-761 

VPI 4 PIV42-Negativo 
TGACTATRCTCGACYTTRAAATAAGG 

HA (VPI 4) 383-358 

CoVH 229E y 
CoVH OC43 

COV2-Positivo 
TTGTGCGCAATGTTATAAWGGYAT 

SP (CoV229E) 2174–
2197 

(CoVH OC43) 2831-
2854 

CoVH 229E y 
CoVH OC43 

COV2-Negativo 
GATAATRTGAGTRCCATTWCCACA 

SP (CoVH 229E) 2804-
2781  

(CoVH OC43) 3696-
3418 



EV y RV EVRV2-Positivo 
ACCRASTACTTTGGGTRWCCGTG 

5´NCR-
VP4/VP2 

(EV y RV) . 536–559
b 

EV y RV EVRV2-Negativo 
CTGTGTTGAWACYTGAGCICCCA 

5´NCR-
VP4/VP2 

 (RV) 762–743 

CI CI2-Positivo 
GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG 

Controlc 108-133 

CI CI2-Negativo AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG Controlc 995–974 
Leyenda: a Cebador localizado por delante de la región que codifica para el gen de la hemaglutinina.  
b Posición del gen con relación a la cepa Sabin de Poliovirus 1 (No Acceso en GenBank: V01150. Nota: 
Todos los rinovirus tienen una deleción de aproximadamente 116 pb en relación con los enterovirus.   
c Fragmento del clonaje del vector pCM132 obtenido del control de ARN suministrado en el estuche RT-RCP, 
Promega Access 
Fuente: Coiras y cols., 2004  



Anexo 4 

Características de los cebadores empleados en la reacción de TR-RCP múltiple anidada para la detección de 

VSRH A, VSRH B, BoVH y MPVH. 

Especificidad 
del cebador 

Nombre y Secuencia del cebador 5´-3´ Gen 
Diana 

Longitud del 
segmento 
amplificado 
(pb) 

Reacción TR-RCP 

VSRH A y B VSR AB1-Positivo 
ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT 

F 737 

VSRH A y B VSR AB1-Negativo  
AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC 

F 737 

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 
VP1/VP2 

528 

BoVH BoVH1-Negativo   CCA AGA TAT YTR TAT CCA GG  NP-1 
VP1/VP2 

528 

CI CI1-Positivo GCTTGGGCGTGTCTCAAAATCT Control 1128 

CI CI1-Negativo GTCGCCACGGTTGATGAGAGCT Control 1128 

 
RCP anidada 

VSRH A VSR A2-Positivo 
TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC 

F  

VSRH A VSR A2-Negativo 
AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT

F 363 

VSRH B VSR B2-Positivo 
ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG 

F  

VSRH B VSR B2-Negativo 
GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG 

F 611 

MPVH MPVH2-Positivo GCR GCI ATG TCT GTA CTT CC  M  

MPVH MPVH2-Negativo TCT TGC AKA TYY TRC TKA TGC T a) 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 
VP1/VP2 

243 

CI CI2-Positivo GGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG Control  

CI CI2-Negativo AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG Control 887 

a) Cebador diseñado en este estudio. 

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

 

 

 



Anexo 5 

Modelo de recolección de datos sobre muestras para diagnóstico microbiológico o envío de cepas para el trabajo de 
referencia nacional en el IPK.  
 
1-Nombre(es)             Primer Apellido:                  Segundo Apellido: 2-Carné de Identidad: 

__|__|__|__|__|__|__|__|__|__|__ 
No. 

3- Dirección Particular: 
 

4-Municipio: 5-Provincia: 6-Hist. Clínica: 

7-Edad: 
 

8-Sexo:  
Masc.     Fem.           

9-Ocupación 10-Color de la piel: 
 Blanca      Negra       Amarilla       Mestiza  

11-Días de ingreso 
 

12-Centro que Remite: 13-Sala 14-Municipio: 15-Provincia: 16-Fecha: 
         |____|____|____|                
          Día     Mes    Año 

17-Diagnóstico Clínico: 
____________________________________________                 
 
20-Fecha de comienzo de los Síntomas:        |____|____|____| 
                                                                    Día    Mes    Año      
21-GENERALES: 
Fiebre               Mialgia         Cefalea         Linfoadenopatía       Malestar 
General        Vómitos         Rash                  Petequias    
Diarreas            Artralgia                Esplenomegalia  
Anorexia            Ictero                   Hepatomegalia     
Astenia              Escalofríos           Sangramiento  
Dolor abdominal               Aumento de volumen de parótida    
 IRA: 
Tos                     Disnea                   Expectoración        
Laringitis          Faringitis              Rinorrea                       
  Otitis                 Coqueluche          Amigdalitis                   
Laringotraquebronquitis                   Estornudos            
Vacunación anti-Influenza                        
SNC: 
Desorientación        Rigidez  nucal         Convulsiones                     Perdida de 
conciencia                     Trastornos de conducta                    Dificultad en la 
marcha        
ITS: 
Secreción Genital             Lesión Genital           
 
SEPSIS URINARIA:   Disuria                    
 
 
Otros:______________________________________ 
  

 18-Tipo de Muestra colectada:  
 
Suero                    Sangre       
 
LCR                 Humor acuoso      
 
Orina             Liquido amniótico     
 
Gargarismo          Esputo     
Heces              
 
Exudado     Cual ____________ 
 
Tejido               Cual_____________ 
 
**Lámina de: ____________________ 
 
Cepa de: _________________________ 
 
Fecha colecta muestra:                                 
 |____|____|_____|                                       
 Día     Mes   Año                   

19-APP: 
_____________________ 
 
Enfermedad similar en la familia o 
comunidad: 
 
   SI                        NO      
Historia de viajes al exterior: 
 SI                       NO     
 País: 
_______________________ 
                  
Fecha llegada al país:       
 
   |_____|_____|_____| 
     Día     Mes     Año       
 
Tratamiento Previo: 
  SI                        NO              
Cuál(es): 
________________________ 
Antecedente de vacunación PRS 
                              
  SI                        NO              
Fecha :       
 
   |_____|_____|_____| 
     Día     Mes     Año       
 

22-Estudio solicitado: 
  Diagnóstico               
  
 
  Referencia                
 

23-SUEROS PAREADOS 
 
                           Fecha de colecta:  
 
1er Suero     |____|____|____|                
                     Día     Mes    Año     
2do Suero     ____|____|____|                
                     Día     Mes    Año    
 
Confirmatorio       
 (Dengue) 
 
 Referencia            

24- Nombre del Facultativo: 
 
25- RESULTADOS 

*Para el envío de cepas solo se requieren los datos correspondientes a los acápites:1, 4, 5, 6,7, 8, 11, 12, 13, 14, 
15,   16, 17, 18, 22, 24, 25. 



Anexo 6 
 

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

A (H1N1) pdm09. 

Fuente: WHO, 2009. 

 

 

 
 
 
 

Nombre de cebadores y 
sondas 

 
Proteína diana Secuencia (5-3) de cebadores y sondas Concentración 

Influenza A Universal 
Positivo 

M GAC CRA TCC TGT CAC CTC TGA 
C 40μM 

Influenza A Universal 
Negativo 

M AGG GCA TTY TGG ACA AAKA 
CGT CTA 40μM 

Influenza A Universal 
Sonda 

 FAM-TGC AGT CCT CGC TCA 
CTG GGC ACG-BHQ1 10μM 

Influenza A Universal 
porcina Positivo 

HA GCA CGG TCA GCA CTT ATY CTR 
AG 40μM 

Influenza A Universal 
porcina Negativo 

HA GTG RGC TGG GTT TTC ATT TGG 
TC 40μM 

Influenza A Universal 
porcina Sonda 

 FAM-CYA CTG CAA GCC CAT 
ACA CAC AAG CAG GCA-BHQ1 10μM 

Influenza A porcina (H1) 
2009 Positivo 

HA GTG CTA TAA ACA CCA GCC 
TYC CA  40μM 

Influenza A porcina (H1) 
2009 Negativo 

HA CGG GAT ATT CCT TAA TCC TGT 
RCG  40μM 

Influenza A porcina 2009 
(H1) Sonda 

 FAM-CA GAA TAT ACA T CC RGT 
CAC AAT TGG ARA A-BHQ1  10μM 

Rnasa P Positivo Rnasa P AGA TTT GGA CCT GCG AGC G  40μM 
Rnasa P Negativo Rnasa P GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT 40μM 

Rnasa P Sonda 
 FAM-TTC TGA CCT GAA GGC 

TCT GCG CG-BHQ1  10μM 



Anexo 7 

Evaluación de la TR-RCP anidada múltiple para la detección de MPVH en muestras clínicas de niños  ≤ 5 

años de edad. 

 
Prueba diagnóstica de Referencia (TR-
RCP semi-anidada original)  Total 
Muestra Positiva Muestra Negativa 

Prueba 
diagnóstica 
a evaluar 

Muestra positiva  
 
Muestra negativa 

8 
 
 
0 

1 
 
 
134 

9 
 
 
134 

 
Total 

 
8 

 
135 

 
143 

 

Evaluación de la TR-RCP anidada múltiple para la detección de VSRH  en muestras clínicas de niños con ≤ 

5 años de edad. 

 
Prueba diagnóstica de Referencia (TR-
RCP anidada original)  Total 
Muestra Positiva Muestra Negativa 

Prueba 
diagnóstica 
a evaluar 

Muestra positiva  
 
Muestra negativa 

29 
 
 
0 

1 
 
 
113 

30 
 
 
113 

 
Total 

 
29 

 
114 

 
143 

 

Evaluación de la TR-RCP anidada múltiple para la detección de BoVH en muestras clínicas de niños con ≤ 

5 años de edad. 

 
Prueba diagnóstica de Referencia (RCP 
anidada original)  Total 
Muestra Positiva Muestra Negativa 

Prueba 
diagnóstica 
a evaluar 

Muestra positiva  
 
Muestra  negativa 

6 
 
 
0 

0 
 
 
137 

6 
 
 
137 

Total 6 137 143 
 



Anexo 8 

“Indicaciones del Laboratorio Nacional de Referencia del IPK para la colecta de muestras clínicas 

para el diagnóstico virológico y vigilancia de la influenza porcina A (H1N1)" 

Se colectará la  muestra clínica respiratoria para los casos que cumplan el criterio de caso sospechoso 

establecida por nuestro Ministerio de Salud: 

Las muestras se acompañarán del documento de envío de muestra establecido en el sistema nacional de envío 

de muestras que se encuentra disponible en todos los Centros Provinciales de Higiene, Epidemiología y 

Microbiología. 

La colecta de muestras deberá realizarse por personal capacitado en toma, colecta y transporte de muestra y 

siguiendo las medidas de bioseguridad requeridas. 

- Muestra de Exudado nasofaríngeo (tomado entre el 1 y 7 días del inicio de los síntomas). 

Los medios para la toma y colecta de esta muestra serán suministrados a todas las provincias por el LNR de 

influenza del IPK. 

Para la toma de la muestra se tomará un hisopo para ambas fosas nasales que será previamente humedecido 

en el medio virológico y se raspará durante aproximadamente 1 minuto en la pared del tabique en su extremo 

superior y la mucosa del cornete superior. Al terminar se introduce en el medio de transporte virológico. El 

otro hisopo se empleará para el exudado faríngeo raspando fuertemente en la pared posterior de la faringe 

durante aproximadamente 30 segundo y se introduce en el medio de transporte donde ya está previamente 

introducido el hisopo que se empleó para el exudado nasal del mismo paciente.  La muestra se conservará a 

4°C hasta su envío al LNR.   

Deberá notificarse al LNR del IPK al teléfono 2020651 (Odalys, Carlos, Anisleidy) el envío de las muestras 

una vez que han sido debidamente colectadas. El envío deberá realizarse en las primeras 24 horas de colecta 

de la muestra. 

- Muestras de necropsia (pulmón): se colectará un fragmento de tejido de pulmón de aproximadamente 2 

cm2 y se depositará en 5 mL de solución salina fisiológica estéril en un frasco estéril o en medio de transporte 

universal para virus (UTM). Las muestras se conservarán a 4°C hasta su envío al LNR del IPK en las 

primeras 24 horas de la colecta. 

Todas las muestras para diagnóstico deberán estar debidamente identificadas y acompañadas de la indicación 

para diagnóstico microbiológico con los datos clínicos-epidemiológicos correspondientes para cada caso.   

 

 



Transporte de las muestras clínicas para diagnóstico virológico: 

El transporte de las muestras para diagnóstico deberá 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 MICROBIOLÓGICAS disponible actualmente 

en todos los CPHEM. 

Reporte: 

El LNR  realizará 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 deberá ser monitoreado. Ante sintomatología de enfermedad deberá 

reportarse al departamento de seguridad ocupacional de manera inmediata. 
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