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RESUMEN

Introduccion

La pandemia de gripe A H1N1 cre6 la necesidad de incorporar pruebas de
diagnéstico rapidas y precisas. Los CDC validaron una RT-PCR en tiempo real que fue
ampliamente aceptada como técnica de referencia para la deteccion de la nueva
variante de gripe A. Sin embargo, esta prueba no estaba disponible, o era factible para
los laboratorios de Microbiologia que venian realizando técnicas convencionales, como

el cultivo viral en tubo o en shell vial.

La linea celular continua MDCK es una de las mas utilizadas para el
aislamiento del virus de la gripe en muestras respiratorias. La linea A549, comunmente
utilizada para el aislamiento de virus respiratorios, es moderadamente sensible para el
aislamiento de virus de la gripe estacional, aunque no hay estudios que evaluen esta

linea celular en la deteccién de la gripe pandémica A H1N1.

La gripe es una causa bien conocida de la enfermedad respiratoria aguda.
Suele ser una infeccion autolimitada con sintomas respiratorios y sistémicos que
generalmente se resuelve después de 3 a 6 dias. La excrecion viral puede durar entre
3 y 7 dias. Sin embargo, un curso complicado de la enfermedad, exacerbacién de
enfermedades subyacentes y la necesidad de cuidados intensivos podria prolongar
este tiempo. La persistencia de la excrecion viral y la dindmica de la carga viral han
recibido poca atencién en pacientes hospitalizados con gripe estacional o pandémica.
La mayoria de los estudios evallan el impacto de la terapia antiviral, pero existen
pocos datos en la literatura sobre el valor de la excrecion viral prolongada (EVP) como

marcador de mal prondstico.

La gripe es una causa frecuente de admision en unidades de cuidados

intensivos (UCI) durante la temporada de gripe y pandemias. Sin embargo, esta
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infeccion puede estar infradiagnosticada particularmente en pacientes con
manifestaciones clinicas que pueden explicarse por causas infecciosas o0 no
infecciosas alternativas. Ademas, la sospecha de gripe puede ser especialmente dificil
cuando la funcién respiratoria falla o se deteriora en pacientes ya ingresados en la
UCI. En realidad, la informacién sobre gripe nosocomial adquirida durante la estancia
en la UCI es escasa e incompleta. El conocimiento temprano de la presencia del virus
en pacientes ingresados en la UCI tiene evidentes consecuencias epidemioldgicas,

diagnosticas y terapéuticas.

Lo aspirados o exudados nasofaringeos (ENF) se consideran las muestras de
eleccién para la deteccion del virus de la gripe mediante RT-PCR en pacientes no
intubados. En la mayoria de los pacientes ingresados en UCI estan disponibles
muestras del tracto respiratorio inferior (TRI) que ademas se extraen rutinariamente y
podrian ser de utilidad para el diagnéstico de la gripe, sin embargo, su rendimiento
para la deteccion de RNA viral de la gripe no ha sido adecuadamente establecido.
Ademas, en los escasos estudios que comparan el rendimiento de muestras del TRl y
ENF, las muestras no se obtuvieron al mismo tiempo y no se cuantificé la carga viral.
Rello et al. comunicaron en un estudio reciente un 10% de resultados falsos negativos

en ENF de muestras procedentes de pacientes ingresados en la UCI.

Objetivos

1. Comparar la RT-PCR disefiada por el CDC, el cultivo en SV y el cultivo
convencional para la deteccién del virus de la gripe A (H1N1)v. Evaluar el
rendimiento de dos lineas celulares; Marby-Darby canine kidney (MDCK) y una
linea continua de carcinoma de pulmén (A549) para el cultivo del virus pandémico

tanto en cultivo convencional como en SV.

- 13-
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2. Estudiar la dinamica de la carga viral y la frecuencia de excrecién viral prolongada
en pacientes hospitalizados con gripe pandémica y evaluar su papel como
marcadores de mal prondstico en esta poblacion.

3. Evaluar la utilidad clinica de buscar sistematicamente gripe en aspirados
traqueales de pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos durante la
temporada post-pandémica 2010-2011.

4. Comparar el rendimiento del exudado nasofaringeo con el del aspirado traqueal
para la deteccibn de gripe mediante RT-PCR en pacientes ingresados en

unidades de cuidados intensivos

Cada objetivo representa un estudio independiente cuyos métodos y los

resultados se resume a continuacion:

Estudio 1: Comparacion de la RT-PCR con el SV y el cultivo convencional

en la deteccion del virus de la gripe A (HIN1)v

Métodos:

Entre los meses de Octubre y Diciembre de 2009 realizamos un estudio
prospectivo comparativo de 5 técnicas diagnoésticas (RT-PCR, SV-A549, SV-MDCK,
tubo-A549, tubo-MDCK) para la deteccion del virus de la gripe A (HIN1)v a partir de
exudados nasofaringeos de pacientes adultos con sospecha clinica de gripe, utilizando

como estandar de oro la deteccidn del virus por una o mas de las 5 técnicas.
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Resultados:

Las sensibilidades, especificidades, VPP y VPN para la deteccion de la gripe A
H1N1, utilizando el cultivo convencional como estandar de oro fueron: RT-PCR: 95.6,
82.3, 78.3, 96.5%; SV-A549: 91,2, 99.01, 98.4, 94.4%; SV-MDCK: 82.3, 100, 100,
89.4%; Tubo-A549: 94.12, 100, 100, 96.2%, tubo MDCK: 86,7, 100, 100, 91.9%. Las
sensibilidades y VPN utilizando un "estandar de oro ampliado" fueron las siguientes:
RT-PCR: 96.5%, 96,6%; SV-A549: 73,3%, 78.5%; SV-MDCK: 65,1%, 73,7%; Tubo-
A549: 74.4%, 79,2%; Tubo-MDCK: 68,6%, 75.7%. El tiempo promedio para detectar la
gripe pandéemica A H1N1 por RT-PCR, shell vial y cultivo convencional fue,

respectivamente, 4 horas, 48 horas y 7 dias.

Estudio 2: Excrecidn viral prolongada en pacientes con gripe A (H1N1)v:

significado clinico y analisis de la carga viral en pacientes hospitalizados.

Métodos:

Realizamos un estudio prospectivo desde el 20 de septiembre hasta el 31
diciembre de 2009, en el cual incluimos todos los pacientes adultos con un
diagnostico confirmado de gripe A (H1N1)v que permanecieron ingresados en nuestra

institucién durante al menos 48 horas.

Resultados:

Sesenta y cuatro pacientes aceptaron participar en el estudio; 16 (25%)
presentaron EVP. Los factores asociados con EVP fueron el ingreso en la UCI (69%

frente al 33%, P= 0.02), expectoracién purulenta (75% frente al 44%, P= 0,04), mayor
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dosis de oseltamivir (62,5% frente al 27%, P= 0.016), tratamiento del corticoesteroides
(50% frente al 21%, p = 0.05), requerimiento de ventilacién mecanica (VM) (50% frente
a 12,5%, P= 0, 004) y una mayor estancia hospitalaria (34 vs 7 dias promedio, P= 0,
003). El analisis multivariado reveld los siguientes factores independientemente
asociados con EVP: inmunosupresién (OR; 5.15; 95% ClI, 1.2-22.2; P= 0,03) y
necesidad de ventilacién mecéanica (OR; 11.7; 95% ClI, 2.5-54.4; P= 0.002). La carga
viral al diagnéstico se correlacion6 negativamente con la edad y el shock séptico. La
cinética de la carga viral de los pacientes que presentaron SDRA y la mortalidad

fueron muy diferentes de la de los otros pacientes estudiados.

Estudio 3: Impacto clinico de la busqueda sistematica de gripe en

pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos

Material y métodos:

Disefno

Desde el 15 de diciembre de 2010 hasta el 28 de febrero de 2011 todos los
aspirados traqueales (AT) obtenidos de pacientes adultos (=18 afos) ingresados en
nuestras UCIs con sospecha de infeccion respiratoria del tracto respiratorio inferior
(TRI) se enviaron al laboratorio de Microbiologia para la busqueda sistematica de virus

de la gripe.

Los criterios de ingreso en UCI y de manejo de los pacientes, incluyendo la
necesidad de intubacién y la obtencion del AT, se hicieron a discrecién del médico

tratante.
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Los pacientes con gripe confirmada por laboratorio fueron seguidos
prospectivamente por un especialista en enfermedades infecciosas. Todos ellos fueron
tratados con oseltamivir 150 mg/dia durante 5-10 dias. Los datos clinicos y
microbiol6gicos se recogieron en un protocolo preestablecido y se registraron en una

base de datos.

Las variables recogidas incluyeron; edad, sexo, indice de comorbilidad de
Charlson, tipo de unidad de cuidados intensivos, fecha y motivo de ingreso en UCI,
APACHE II al ingreso en la UCI, fecha de inicio de los sintomas de gripe,
manifestaciones clinicas y hallazgos radioldgicos, fecha de la toma de muestras, otras
muestras obtenidas para el diagnostico y su resultado, fecha de inicio del tratamiento
antiviral, complicaciones (shock séptico, insuficiencia respiratoria aguda, SDRA), y
datos sobre la evolucion del paciente incluyendo la mortalidad a los 30 dias después

del diagnostico de la gripe, duracién de la estancia en UCI y estancia hospitalaria.

Resultados:

Recibimos aspirados traqueales de 100 pacientes con sospecha de infeccion
del TRI; el virus de la gripe fue detectado en 28 pacientes. La enfermedad fue no-
sospechada en 15 pacientes (53,7%). Los pacientes con sospecha de gripe se
compararon con aquellos con infeccion no-sospechada. Se encontraron diferencias
significativas en cuanto a: edad media (53,5 vs 66,7 afos), tipo de UCI (médica; 100%
vs. quirurgica; 21%), clasificacion del episodio como comunitario (92% vs 67%) o
nosocomial (8% vs 33%), presencia de tos (100% vs 57%), infiltrado pulmonar bilateral
(69% contra 13%), dias de tratamiento antiviral después de la apariciéon de los
sintomas (2,5 vs 9 dias), EVP hasta 21 dias (56% vs 8%) y desarrollo de SDRA (77%

vs 27%). Aunque la estancia media en la UCI (13,5 vs 27 dias) y estancia hospitalaria
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(39 vs 66 dias) fueron mayores en los casos no-sospechados, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. La mortalidad no fue significativamente

diferente entre los dos grupos.

Estudio 4: Estudio comparativo de exudado nasofaringeo vs. aspirado

traqueal en el diagnéstico de la gripe en pacientes ingresados en UCls.

Métodos:

Desde el 15 de diciembre de 2010 hasta el 28 de febrero 2011, realizamos un
estudio prospectivo comparativo de muestras pareadas (exudado nasofaringeo vs.
aspirado traqueal) en pacientes adultos ingresados en UCls de nuestra institucién con

sospecha de infeccion del TRI.

Resultados:

Durante el periodo de estudio ingresaron 618 pacientes en UCls de adultos de
nuestra institucion. Uno o mas AT de 105 pacientes fueron enviados al laboratorio por
sospecha de infeccién del TRI. Pudimos obtener muestras pareadas en 52 de los 105

pacientes.

Detectamos ARN viral, en alguna de las dos muestras, en 22 pacientes. En 22
de los 52 pacientes detectamos ARN viral en alguno de los dos tipos de muestra.
Catorce ENF (63,6%) y 22 AT (90,9%) fueron positivos, distribuyéndose de la siguiente

manera (ver Tabla 1)

e En ambos especimenes: 12/22 pacientes

e Solo en el exudado nasofaringeo: 2/22 pacientes
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Solo en AT: 8/22 pacientes.

Todos los virus detectados fueron A (H1N1)v, excepto uno que fue un influenza

del tipo B.

Tabla 1: Resultados globales y valores de validez (sensibilidad y valor predictivo
negativo) de los dos tipos de muestra para la deteccién de gripe mediante RT-PCR.

Sensibilidad, % Especificidad, Valor predictivo Valor predictivo
(95%IC)? % (95%IC)° positivo, % (95%IC)°  negativo, % (95%IC)°
95,6 82,3 78,3 96,5
RT-PCR
(87,6-99,1) (73,5-89,2) (67,9-86,6) (90,2-99,3)
91,2 99,01 98,4 94,4
SV-A549
(81,7-96,7) (94,6-99,9) (91,5-99,9) (88,2-97,9)
82,3 100 100 89,4
SV-MDCK
(71,2-90,5) (96,4-100) (93,6-100) (82,3-94,4)
94,1 100 100 96,2
Tubo-A549
(85,6-98,4) (96,4-100) (94,4-100) (90,6-98,9)
86,7 100 100 91.9
Tubo-MDCK
(76,3-93,7) (96,4-100) (93,9-100) (85,1-96,2)

VPN: valor predictivo negativo

La mediana de la carga relativa en AT y ENF fue, respectivamente; 3,55 y 0,55

ugr (unidades de carga relativa). La carga viral en AT fue 3,75 veces mayor que la

carga viral en muestras de ENF (prueba de pasa-Bablok; 3,75).
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CONCLUSIONES

La RT-PCR a tiempo real es un método rapido que presenta una elevada
sensibilidad y especificidad para la deteccion de la gripe pandémica A (H1N1)v

en comparacién con los métodos convencionales.

Tanto el cultivo convencional como en shell-vial siguen siendo métodos Utiles
aunque mas lentos para la deteccion del virus de la gripe. Puede ser una
alternativa en algunos laboratorios, pero teniendo en cuenta que en el contexto

de una pandemia se requeririan pruebas adicionales para realizar el subtipado.

La linea celular A549, utilizada comunmente en los laboratorios para el
aislamiento de otros virus respiratorios, no es inferior a la linea MDCK en el

cultivo de la gripe A (H1N1)v.

La excrecién viral prolongada (EVP) es una complicacion frecuente en los
pacientes hospitalizados con gripe pandémica. Se observa mas
frecuentemente en pacientes inmunodeprimidos y que requieren ventilacién

mecanica.

Las recomendaciones futuras relativas a los periodos de aislamiento
respiratorio en pacientes hospitalizados con gripe deberian considerar la

frecuencia y las consecuencias de este fendmeno de EVP.

Los pacientes con EVP presentan una estancia hospitalaria més larga y peor

evolucion.

El estudio del aclaramiento viral puede ser de ayuda para identificar pacientes

con mal prondstico.
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8.

10.

La gripe es una causa comun de enfermedad respiratoria aguda en pacientes
ingresados en la UCI durante la epidemia estacional que a menudo no es
sospechada. Esto se asocia a un retraso en el inicio del tratamiento antiviral

pudiendo favorecer la transmisién nosocomial de la gripe.

Para evitar este infradiagnéstico y sus consecuencias seria recomendable
hacer una busqueda sistematica de gripe en muestras respiratorias obtenidas
de pacientes ingresados en UCI con sospecha de infeccion del tracto

respiratorio inferior durante la epidemia estacional.

Los aspirados traqueales, que son muestras rutinarias y de facil obtencién en
pacientes intubados, son mas eficientes en la deteccién de gripe que los
exudados nasofaringeos. Sin embargo, para un diagnostico éptimo se deberian

analizar ambas muestras.
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Introduction

Pandemic influenza A H1N1 created the need for fast and accurate diagnostic
tests. The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) produced a real-time
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) assay that was widely
accepted as a reference for detection. However, this test is not always available,
affordable, or feasible for microbiology laboratories that perform more conventional

techniques, such as tube cell culture and shell vial culture.

The MDCK continuous cell line is one of the most useful for the isolation of the
influenza A virus in respiratory samples. The A549 cell line, which is commonly used
for the isolation of respiratory viruses, is moderately sensitive for seasonal influenza A
virus, although there are no reports evaluating this cell line in the detection of pandemic

influenza A H1N1.

Influenza is a well-known cause of acute respiratory disease. It is generally a
self-limiting infection with systemic and respiratory symptoms, and usually resolves
after 3-6 days in most patients. Viral clearance in the respiratory tract occurs after 3-5
days. However, a complicated course consisting of severe respiratory illness,
exacerbation of underlying diseases, and the need for intensive care has been reported
in some patients. The recently reported pandemic influenza A (H1N1)v virus had a
more aggressive course in specific populations such as young patients and pregnant

women.

Persistence of viral shedding and the dynamics of viral load have received little
attention in hospitalized patients with seasonal or pandemic influenza. Most reports
assess the impact of antiviral therapy, and data regarding the significance of prolonged

viral shedding and viral load as markers of poor outcome are anecdotal.
-23-
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Influenza is a common cause of admission to Intensive Care Units (ICU’s)
during influenza season and influenza pandemics. However, it may be overlooked
particularly in patients with clinical manifestations that can be explained by alternative
infectious or non-infectious causes. Furthermore, suspicion of influenza may be
particularly difficult when respiratory function fails or deteriorates in patients already

admitted to the ICU.

Actually, information regarding nosocomial influenza acquired during ICU stay is
scarce and incomplete. To know early the presence of influenza virus in patients
admitted to ICU’'s has obvious epidemiologic, diagnostic and therapeutic

consequences.

Nasopharyngeal aspirates or nose-throat swab (NTS) samples are considered
the specimens of choice for RT-PCR in non-intubated patients. However, although
lower respiratory tract (LRT) samples are readily available in many ICUs, their yield for
detection of influenza viral RNA has not been adequately assessed. Furthermore, in
the few studies that compare the yield of LRT and NTS specimens, samples were not
collected simultaneously and viral load was not quantified. Rello et al. reported false-

negative results in 10% of NTS specimens from patients admitted to the ICU.

Objectives

1. To compare the CDC real-time RT-PCR assay, shell vial culture, and conventional
cell culture, in combination with MDCK and A549, for the detection of pandemic
influenza A H1N1 in hospitalized patients.

2. To investigate the frequency of prolonged viral shedding (PVS) and the dynamics
of viral load in order to assess epidemiologic and prognostic data among

hospitalized patients with pandemic influenza A (H1N1)v.
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3. To assess the burden of influenza in adult ICU’s and the rate of overlooked cases
with the routine diagnostic work-up during the influenza season.

4. To compare the yield of paired NTS and endotracheal aspirate (EA) specimens
taken simultaneously as the first diagnostic sample for detection of influenza viral
RNA by rRT-PCR in patients admitted to adult ICUs. We also evaluated the

relative viral loads of paired samples when both specimens were positive.

Each objective represents an independent study whose methods and results are

summarized below:

Study 1: Comparison of real-time RT-PCR, shell-vial culture, and
conventional cell culture for the detection of the pandemic influenza A (H1N1) in

hospitalized patients

Methods:

From October 2009 to December 2009, we performed a prospective
comparative study of five diagnostic techniques (RT-PCR, shell vial culture in A549,
shell vial culture in MDCK, conventional cell culture in A549, and conventional cell
culture in MDCK) using nasopharyngeal swab samples from patients =18 years of age
and hospitalized with clinical symptoms of influenza at our institution. Detection of the
virus by conventional culture was considered the gold standard. An “extended gold

standard” was also used to re-calculate validity values.
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Results:

The sensitivities, specificities, PPVs and NPVs for the detection of influenza A
H1N1, determined using conventional culture as the gold standard were: RT-PCR:
95.6, 82.3, 78.3, 96.5%; SV-A549: 91.2, 99.01, 98.4, 94.4%; SV-MDCK: 82.3, 100,
100, 89.4%; Tube-A549: 94.12, 100, 100, 96.2%, Tube-MDCK: 86.7, 100, 100, 91.9%.
Sensitivities and NPVs using an “expanded gold standard” were as follows: RT-PCR:
96.5%, 96.6%; SV-A549: 73.3%, 78.5%; SV-MDCK: 65.1%, 73.7%; Tube-A549:
74.4%, 79.2%; Tube-MDCK: 68.6%, 75.7%. The average time to detect pandemic
influenza A H1N1 by RT-PCR, shell vial culture, and conventional culture was,

respectively, 4 hours, 48 hours, and 7 days.

Study 2: Prolonged viral shedding in pandemic influenza A H1N1: clinical

significance and viral load analysis in hospitalized patients
Methods:

We conducted a prospective study to investigate the frequency of prolonged
viral shedding (PVS) and the dynamics of viral load in order to assess epidemiologic

and prognostic data among hospitalized patients with pandemic influenza A (H1N1)v

We performed a prospective study of adult patients (>16 years) with laboratory-
confirmed influenza A (H1N1)v virus infection who were admitted consecutively to our

hospital from September 20" through December 31 2009.

Ours is a large general tertiary teaching hospital currently serving a population
of approximately 715,000 inhabitants in Madrid, Spain. The hospital has 1,550 beds

and includes all medical and surgical specialties, including solid organ (heart, liver, and
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kidney) and bone marrow transplant programs.

Study patients had laboratory-confirmed influenza A (H1N1)v virus infection and
had been hospitalized for at least 48 hours. Written informed consent was obtained and
consecutive nasopharyngeal swabs were collected every two days during the first week
after diagnosis, then every week or until viral detection was negative. Clinical data were
recorded using a pre-established protocol that included the following: demographic
characteristics; underlying diseases; influenza vaccination status; clinical, laboratory,
and radiographic findings at presentation; data on treatment; influenza-related

complications and outcome. The hospital ethics committee approved the study.

During the study period, patients with influenza-like illness were diagnosed and
treated according to a standard protocol. Nasopharyngeal swabs were taken in all
suspected cases. Patients were admitted to the hospital if they developed serious
medical conditions or presented severe underlying diseases. Droplet precautions were
implemented and oseltamivir was started until the results of viral detection were
available. Patients were then treated and discharged according to usual clinical

practice.

Sample processing and (H1N1)v detection

The nasopharyngeal swabs were preserved in 1 ml of viral transport medium
and stored at 4°C for no more than 48 hours until processing. Viral RNA was extracted
from 200 pl of the sample in a Nuclisens EasyMag device (bioMérieux, Boxtel,
Netherlands) following the manufacturer’s instructions, eluted in 60 pl of elution buffer,
and maintained at 4°C if it was analyzed immediately or at —70°C until assay.
Pandemic influenza A (H1N1)v was detected by real time RT-PCR following the
WHO/CDC protocol in a Stratagene MX3000 thermocycler (Stratagene, La Jolla,

California, US)
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Viral quantification

Viral load was determined retrospectively in the diagnostic specimens and in

most of consecutive specimens.

Quantification of (H1N1)v was performed by real-time RT-PCR in a LightCycler
2.0 device using the RealTime ready Influenza A/H1N1 Detection Set and RealTime
ready RNA virus Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Two independent
reactions were performed to quantify the viral hemagglutinin (HA) and human RNaseP
genes by means of specific standard curves included in each of the assays. Relative
quantification of (H1N1)v was achieved by normalizing the number of HA targets to the
number of RNaseP ones in the specimen. Viral load was expressed as relative

quantification units (rqu).

To evaluate the reproducibility of the assay, three aliquots of a selection of
specimens were analyzed on three consecutive days leading to a standard deviation

(SD) of 0.018+0.018. The analytical sensitivity of the assay was 2.83 log;, copies/ml.

To analyze viral load dynamics over time, we classified patients in six groups (0,
2-4, 5-7, 8-10, 11-13, and 14-16) according to the number of days after diagnosis. The

available values for each specific time point were averaged.

Statistical analysis

In the univariate analysis, categorical variables were compared using the chi-
square test. The non-normally distributed continuous variables were compared using
the Mann-Whitney U test and expressed as the median and interquartile range (IQR).
The normally distributed continuous variables were compared using the t test and
expressed as the mean (SD). The Spearman rank correlation coefficient was used to

assess the correlation between initial viral concentration and age, duration of
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symptoms, time of oseltamivir initiation after the illness onset, days of viral shedding,
and length of hospital stay. Stepwise logistic regression models were used in the
multivariate analysis to analyze risk factors for prolonged viral shedding. Variables with
a P value <0.1 in the univariate analysis were included in the multivariate models.
Differences were considered to be significant for P values <0.05. The analysis was

carried out using SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, lllinois, USA).

Results:

Sixty-four patients agreed to participate in the study; 16 (25%) presented PVS.
The factors associated with PVS were admission to the ICU (69% vs. 33%, P=0.02),
purulent expectoration (75% vs. 44%, P=0.04), higher dosage of oseltamivir (62.5% vs.
27%, P=0.016), corticosteroid treatment (50% vs. 21%, p=0.05), mechanical ventilation
(MV) (50% vs. 12.5%, P=0.004), and a longer hospital stay (34 vs. 7 median days,
P=0.003). Multivariate analysis revealed the factors independently associated with PVS
to be immunosuppression (OR 5.15; 95% Cl, 1.2-22.2; P=0.03) and the need for MV
(OR 11.7; 95% Cl, 2.5-54.4; P=0.002). VL at diagnosis correlated negatively with age
and septic shock. The kinetic of VL of patients who experienced acute respiratory
distress syndrome and/or mortality was very different from that of the other patients

studied.

Study 3: Should lower respiratory tract secretions of intensive care unit

patients be systematically processed for influenza during the influenza season?

Methods:

Prospective study of patients admitted to 3 adult ICUs (medical, surgical, and

heart surgery) during Dec 2010-Feb 2011. All tracheal aspirate (TA) samples were
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routinely tested for influenza. We defined influenza as unsuspected if testing was not
explicitly requested in TA or other samples (eg, nasopharyngeal swabs) and the patient

was not on empirical antiviral therapy immediately after the sample collection.

Results:

We received TA samples from 100 patients with suspected lower respiratory
tract (LRT) infection; influenza was detected in 28. The disease was unsuspected in 15
(563.7%) of these. Patients with suspected influenza were compared to those with
unsuspected infection. Significant differences were found for mean age (53.5 vs 66.7
years), type of ICU (medical, 100% vs. 21%), classification of episode as community-
acquired (92% vs 67%) or nosocomial (8% vs 33%), cough (100% vs 57%), bilateral
pulmonary infiltrate (69% vs 13%), median days to antiviral therapy after symptom
onset (2.5 vs 9 days), prolonged viral shedding up to 21 days (56% vs 8%), and
development of ARDS (77% vs 27%). Although median length of ICU (13.5 vs 27 days)
and hospital stay (39 vs 66 days) were higher in unsuspected cases, the differences
were not statistically significant. Mortality was not significantly different between the

groups.

Study 4: Diagnosis of Influenza in Intensive Care Units: Lower Respiratory

Tract Samples Are Better Than Nose-Throat Swabs

Methods:

From December 2010 to February 2011, we performed a prospective
comparative study to detect influenza using RT-PCR in specimens from adults
admitted to the ICU with suspected influenza. Relative quantification of viral load was
performed when both specimens were positive.
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Results:

We obtained paired NTS and EA specimens in 52 of the 77 patients admitted to
the ICU with suspected influenza. In 22 of the 52 patients, influenza virus was detected
in at least one of the NTS/EA specimens, as follows: in both specimens in 12/22
patients, in the NTS specimen only in 2/22 patients, and in the EA specimen only in
8/22 patients. All the viruses detected were 2009 pandemic influenza A H1IN1 except
one (influenza B). The validity values of NTS and EA were as follows: sensitivity
(63.6%, 90.9%) and negative predictive value (79.5%, 93.9%). The viral load in EA was

3.75 times greater than the viral load in NTS.

CONCLUSIONS

1. RT-PCR is a rapid and accurate method for detection of pandemic influenza A
H1N1.

2. Conventional and shell vial cultures remain a useful but slow method for
detection of influenza A virus. Moreover, additional testing is required to
discriminate between virus subtypes. The conventional A549 cell line is not
inferior to the MDCK line.

3. Prolonged viral shedding (PVS) is a common complication in hospitalized
patients with pandemic influenza and is associated with longer hospital stay and
poorer outcome.

4. Future recommendations regarding periods of respiratory isolation in
hospitalized patients with influenza should consider the frequency and
consequences of this phenomenon.

5. The study of viral clearance can identify patients with a poorer prognosis.

6. Influenza is a common cause of acute respiratory illness among patients

admitted to the ICU during the seasonal epidemic and that it is often
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overlooked. This is associated with a delay in the initiation of antiviral treatment
and may favoring the nosocomial transmission of influenza.

Microbiology departments should search systematically for the presence of
influenza in the respiratory samples obtained from patients with suspicion of
lower respiratory infection during the seasonal epidemic.

For patients with suspected influenza in the ICU, EA specimens are better than
NTS specimens. For an optimal diagnosis, both specimens should be tested in

the microbiology laboratory.
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1.1. Gripe e historia de las grandes pandemias gripales

La gripe es una enfermedad respiratoria aguda causada por virus RNA,
miembros de la familia Orthomyxoviridae. Es la causa més comun de infeccion
respiratoria en el hombre y suele ocurrir en forma de epidemias anuales (gripe
estacional) durante los meses de invierno aunque también puede presentarse en
forma de pandemias (1). La gripe estacional generalmente es una infeccion
autolimitada (gripe no complicada), caracterizada por un inicio brusco con sintomas
sistémicos (fiebre, mialgias, cefalea) y respiratorios (tos, rinorrea, obstruccion nasal)
que se resuelven en unos 3-4 dias. Sin embargo, se asocia con un aumento de
morbilidad y mortalidad en ciertos grupos de riesgo. La edad avanzada y las

comorbilidades son, entre otros, los factores asociados a una evolucion complicada de

la gripe (2).

Las epidemias de gripe ocurren anualmente desde hace 400 afnos. La plaga
descrita por Thucydides en Atenas (430-427 AC) (3), una epidemia descrita por
Hipécrates en el ano 412 AC, y diferentes epidemias descritas durante la edad media
han sido atribuidas a la infeccién por el virus influenza o virus de la gripe (4). Sin
embargo, no fue hasta 1933 cuando se identifico el virus dela gripe tipo A en humanos

(4). En 1939, Francis aisl6 el virus tipo B (5) y en 1949 Taylor aislo el tipo C (6).

Las pandemias de gripe descritas en poblaciones humanas son atribuidas a la
aparicion de nuevos subtipos del virus de la gripe tipo A. En el siglo XX se han descrito
cuatro grandes pandemias, en 1918, 1957, 1968 y 2009 causadas por los virus de tipo
A; HIN1 (gripe espanola), H2N2 (gripe asiatica), H3N2 (gripe de Hong Kong), y H1N1

de origen porcino, respectivamente.
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1.1.1. Pandemia de 1918 (gripe espanola)

El origen de esta pandemia no estd del todo esclarecido, se sospechan dos
sitios de Origen; China, con la posterior diseminacién a Estados Unidos (EE.UU) y

Europa por los fendbmenos de migracion, o EE.UU como primer foco de origen (7).

Lo que si se conoce es el origen filogenético del virus, gracias a los estudios de
secuenciacion del genoma completo del virus encontrado en tejidos humanos
conservados desde 1918 llevados a cabo por Taubenger and Tumpey et al. (8, 9).
Estos autores observaron que los ocho segmentos genéticos del virus HIN1 estaban
estrechamente relacionados con virus aviares, lo cual indica que el virus H1N1
ancestral procede de un reservorio aviar. El virus aviar penetrd en primer lugar en
huéspedes mamiferos (cerdos) entre 1882 y 1913 (10). Posteriormente, mediante una
re-organizacion genética humana/porcina se originé el nuevo virus pandémico A H1N1
de 1918 (10). La adaptacion de este virus a la especie humana se hizo eficaz en 1915

aproximadamente (10).

Durante esta pandemia se infecté el 50% de la poblacion mundial,
aproximadamente el 25% de las personas infectadas desarrollaron clinica infecciosa
significativa. Se produjeron aproximadamente 20 millones de muertes en todo el
mundo (11). La mayor diferencia epidemioldgica que caracterizé a ésta pandemia fue
el inusual patrén de mortalidad. La tasa de mortalidad fue muy elevada y afect6

principalmente a adultos jévenes (entre 20 y 40 afnos) (12).

Las razones de esta elevada mortalidad siguen siendo poco claras, aunque el
reciente analisis genético de la cepa de 1918 sugiere que el virus era altamente
virulento y presentaba una elevada patogenicidad debido a su capacidad para
desencadenar la produccion de citoquinas (13). La menor mortalidad en personas de

edad avanzada pudo deberse a la exposicién previa de este grupo etario a un virus de
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la gripe antigénicamente similar al virus de 1918, ya que esta pandemia ocurrié 28

anos después una pandemia previa en 1890 (14).

Las manifestaciones clinicas caracteristicas de la “gripe espafnola” fueron fiebre,
escalofrios, cefalea, mialgias, malestar general y anorexia. La complicacibn mas
frecuente fue la neumonia, tanto viral primaria como bacteriana secundaria (13).
Aunque la neumonia viral primaria fue documentada por primera vez en la pandemia
de 1957-1958 (15), parece que este sindrome provocd la muerte de muchos adultos

jovenes sanos durante la pandemia de 1918 (16).

En los casos graves se encontraron signos compatibles con edema agudo de
pulmén y neumonia hemorragica. En las autopsias se evidenciaron otras

complicaciones como pericarditis, miocarditis, hepatitis y esplenomegalia (13).

Después de la pandemia de gripe de 1918 la gripe vuelve a su patrén normal de
epidemias regionales de menor virulencia en 1930, 1940 y 1950. Fue durante la
epidemia de 1930 cuando se observd que la gripe humana se habia adaptado a otra
especie, el cerdo. El virus estaba produciendo infeccion simultdneamente en humanos
y cerdos norteamericanos, con una presentacién clinica y caracteristicas patolégicas

similares (17).

1.1.2. Pandemias de 1957 (gripe Asiatica) y 1968 (gripe de Hong Kong)

En 1957 el virus de la gripe A (H1N1) desaparece de la especie humana y es
sustituido por un nuevo virus que surge de la recombinacion genética entre el virus
H1N1 humano y un virus aviar H2N2. El nuevo virus contiene tres nuevos segmentos
de origen aviar [hemaglutinina (H2), neuroaminidasa y PB1] y mantiene otros cinco

segmentos del virus A (H1IN1) de 1918 (18).

-36 -



1. INTRODUCCION

Este nuevo virus circula en humanos hasta 1968, cuando es reemplazado por el
virus H3N2/Hong Kong que surge del reemplazamiento de los genes H2 y PB1 del
virus H2N2 por dos nuevos genes aviares; H3, y un nuevo gen PB1 (19). Actualmente
los “descendientes” de este virus contindan causando la mayor parte de la infecciones
por virus de la gripe en humanos. Aun asi, cabe destacar, que cinco de los genes del

actual virus H3N2 tienen su origen en el virus de 1918.

Las manifestaciones clinicas de estas dos pandemias fueron las propias de un
sindrome gripal tipico. A diferencia de lo ocurrido en 1918, la gripe afecté en menor
medida a adultos jovenes (12). La mortalidad fue elevada en nifos y en ancianos (14).
En esta ocasion se observaron complicaciones graves fundamentalmente en pacientes
con enfermedades cronicas de base, siendo la neumonia la complicacion mas
frecuente (20). La mortalidad por neumonia bacteriana secundaria fue menor debido a
los avances en la terapia antimicrobiana y aumenté la mortalidad por neumonia viral
primaria. En un estudio realizado en un hospital de Nueva York en 1957, se observd
que la cardiopatia reumatica y el tercer trimestre del embarazo en mujeres, eran

factores de riesgo para sufrir complicaciones (20).

En 1977 aparece de nuevo el virus humano A (H1N1) en la Unién Soviética,
Hong Kong y sureste de China. Esta pseudopandemia se presenta como un cuadro

respiratorio agudo autolimitado que afecta mayoritariamente a personas jovenes (21).

A partir de 1977 dos subtipos de virus de la gripe tipo A empiezan a cocircular

durante las epidemias estacionales aunque con un dominio del subtipo H3N2 (22).

1.1.3. Gripe aviar H5N1

El virus de la gripe A (H5N1) es un virus aviar de elevada patogenicidad,

endémico en paises asidticos. Este virus cruz6 la barrera de especie infectando a
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humanos en 1997, en un brote en Hong Kong en el que se declararon 18 casos en
humanos, con una mortalidad del 33%, una incidencia de neumonia del 61% y una

estancia en unidades de cuidados intensivos del 51% (23, 24)

La caracterizacion genética del virus puso de manifiesto que todos sus genes
eran de origen aviar lo que sugeria un salto de barrera de especie sin adaptacion (25).
Los estudios seroldgicos revelaron una baja evidencia de transmisién entre humanos y

tras un masivo sacrificio de aves de corral no se comunicaron mas casos (24-26).

En 2003 el virus volvid a causar infeccibn en humanos. Estos casos se
describieron en una familia que viajé de China a Hong Kong, y los casos fueron
confirmados por cultivo viral (27). En 2006 se confirmaron nuevos casos en humanos
en Tailandia, Vietnam, Indonesia, Camboya, China, Turquia, Laos, Egipto, Nigeria,
Iraq y Paquistan. Las personas infectadas ascendian en ese momento a mas de 400

con una mortalidad superior al 60% (28).

Estudios realizados en pacientes infectados por este virus en Hong Kong,
Vietnam, Tailandia y Camboya revelaron que los sintomas iniciales més frecuentes en
estos pacientes fueron fiebre y tos. En algunos casos se observaron también, durante
el curso de la enfermedad, vomitos, diarrea, dolor abdominal y dolor pleuritico. Los
pacientes con infeccion grave no presentaban enfermedades de base subyacentes a
diferencia de lo que ocurri6 en los periodos inter-pandémicos en los cuales los
pacientes con enfermedad grave fueron pacientes con enfermedades cronicas

cardiovasculares, pulmonares o renales (29).

1.1.4. Gripe humana de origen porcino

La primera evidencia serolégica de infeccion en humanos por virus de la gripe de

origen porcino data de 1958 (30). Sin embargo, no es hasta 1974 cuando se produce
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el primer aislamiento de virus de la gripe porcina en un humano (31). En enero de
1976, tuvo lugar un brote de infeccion respiratoria aguda en una base militar
estadounidense, el virus aislado en este brote resulté ser un virus de origen porcino

(H1IN1 A/New Jersey/76). El virus no se extendi6 fuera de la base militar.

Como se ha comentado anteriormente, en 1930 el virus A (H1N1) circulaba en
una poblacion de cerdos de EE.UU. Sin embargo, no es hasta 1976 cuando el virus se
introduce en Europa a través de un envio de cerdos norteamericanos a ltalia (32).
Unos afnos después, una nueva variante de origen aviar se introduce en esta poblacién
de cerdos europeos y reemplaza al virus clasico norteamericano (33). En China

ocurrieron sucesos similares.

En 1998, en el norte de América, se identificé un triple reordenamiento genético
en el virus clasico porcino. El analisis genético de este nuevo virus concluyé que cinco
segmentos genéticos derivaban del virus clasico porcino H1N1 pero que los
segmentos del gen de la polimerasa derivaban de aves (PA y PB2) o humanos (PB1)
(34, 35). El primer caso de infeccion en humanos por este nuevo virus ocurrié en
Wisconsin a un granjero de 17 afnos que estaba en contacto con cerdos (36). Entre
2005 y 2009 se comunicaron 11 casos mas, la mayoria de ellos describian contacto

con cerdos (35).

El abril de 2009, el gobierno de EE.UU notificéd a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) la deteccion de un nuevo virus A (H1N1) de origen porcino en un nifio de
10 anos y una nina de 9, con un sindrome gripal leve (37). Se determin6 que el virus
de la gripe aislado en cada nifio presentaba una composicion genética que no habia
sido identificada previamente. Las caracteristicas estructurales, epidemiologia,
manifestaciones clinicas, diagnostico, prevencién y tratamiento de este nuevo virus se

describiran ampliamente en las secciones posteriores.
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1.1.5. Nueva variante H3N2v

Se trata de un virus originado del reordenamiento genético de los virus de origen
porcino H3N2 y H1N1 de 2009 (38). Los casos empezaron a describirse a partir de
julio de 2012 (38, 39). La infeccién persona-persona no se ha observado hasta el
momento. La mayoria de los casos en el afno 2012 se produjeron en Indiana y Ohio,
pero ocurrieron casos en otros estados. Casi todos los pacientes tuvieron contacto
directo o indirecto con cerdos. La mayoria de los pacientes presentaron sintomas
leves. Los centros para el control y la prevencién de enfermedades (CDC) han
publicado recomendaciones para la prevencién de la transmision de esta nueva
variante, que incluyen el lavado de manos frecuente y evitar el contacto con cerdos
que parezcan enfermos (40). Ademas, las personas con alto riesgo de complicaciones
asociadas a la gripe deben evitar la exposicidén a los cerdos, especialmente si se han

identificado cerdos enfermos.

1.2 Virus Influenza

1.2.1. Clasificacion

Los virus influenza son miembros de la familia Orthomyxoviridae, que en la
actualidad agrupa cinco géneros. Todos ellos son virus con ARN monocatenario, de
tamafno medio, simetria helicoidal y provistos de envoltura. La denominacion de
"myxovirus" se relaciona con su afinidad por la mucina, mucoproteina existente en el
moco de diversas secreciones, en algunos receptores epiteliales, en la membrana de

los hematies y en el suero.

Los virus gripales A y B constituyen los géneros mas importantes. El virus gripal
C constituye un tercer género, con escaso interés en patologia humana, que difiere en

determinadas caracteristicas del género anterior. El cuarto género es de descripcion
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mas reciente, se ha denominado "Virus Togoto", con un interés también reducido en el

ambito clinico. El quinto género esté integrado por los /savirus, de interés veterinario.

Los virus influenza de tipo A son ademas clasificados en subtipos segun las
caracteristicas de las glicoproteinas de superficie, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa
(NA), de modo que en la actualidad existen dieciséis subtipos HA y nueve subtipos NA
(41). La denominacion de los virus aislados se establece segun la informacion
siguiente: tipo, especie de origen, localizacién geogréafica, numero de la cepa en el

laboratorio de origen, afio del aislamiento y subtipo (solo en virus influenza A).

1.2.2. Caracteristicas estructurales

Los ortomyxovirus son virus RNA monocatenarios, envueltos, de simetria
helicoidal y genoma segmentado de polaridad negativa. Los virus son esféricos y
pleomérficos, con diametros de 80 a 120 nm después de pases seriados en cultivo

(12).

La estructura del virus de la gripe aparece representada en la Figura 1. En la
parte mas externa se sitla la envoltura que procede de la membrana citoplasmatica
de la célula huésped y es de naturaleza lipidica. En ella se asientan las glicoproteinas
de origen virico que en el caso de los virus gripales A y B son de dos tipos: HA y NA,
mientras que en el virus C solo son de un tipo: hemaglutininaesferasa-fusion con
propiedades enzimaticas y hemaglutinantes (1). Debajo de la envoltura lipidica se situa

la proteina de matriz (M1).

Los tipos A y B tienen cinco proteinas internas no glucosiladas (NP, M, PB1, PB2
y PA), que forman el core virico, y tres proteinas glucosiladas en la envoltura (HA, NA,

M2 o NB) (1).
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El RNA contiene entre 12000 y 15000 nucledétidos. Los virus A y B tienen ocho
segmentos y el C siete segmentos. El tamafno del genoma es mayor en los virus B ya

que tiene secuencias no codificantes mas largas (1).

Figura 1: Estructura del virus de la gripe (42)

NS, proteinas no estructural 2

Envuelta lipidica

NA neuraminidasa

HA hemaglutinina

proteina canal i6nico

M, proteina matriz

NS,

proteinas no estructural 1

PB1,PB2, PA

complejo polimerasa [ NP nucleoproteina_]

En los virus A y B, los ocho segmentos de RNA codifican diez proteinas virales;
ocho estructurales y otras dos no estructurales (NS) que aparecen exclusivamente en
la célula infectada. De estas proteinas no estructurales, la NS2 puede aparecer en los

viriones. Los tres segmentos gendmicos de mayor tamano codifican tres polipéptidos
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que constituyen el complejo RNA polimerasa formado por las proteinas PB1, PB2 y

PA.
1.2.3. Morfologia y funciones biologicas

El componente glucoproteico mas importante es la HA, que constituye en torno
al 40% de las proteinas viricas (1). En cada viriobn existen unas 350-400 de estas
proyecciones. Esta glicoproteina es un trimero formado por tres subunidades
idénticas de 80 kD cada una, con un peso molecular total de 250 kD (43). Entre sus
funciones bioldgicas cabe destacar que es causante tanto de la fijacién del virus a los
receptores mucoproteicos de las células del epitelio respiratorio (que contienen acido
N-acetil-neuraminico) como de la fusion entre la envoltura virica y la membrana celular
(44). La HA se sintetiza como un monomero (HAo) que por accién de las proteasas
celulares del huésped se divide en HA1 y HA2. Esta escisidbn es necesaria para la
fusién de la membrana virica y celular y para la entrada del virus en las células diana
(1). Es la molécula responsable de la infectividad del virus gripal, y los anticuerpos

generados contra ella son de caracter neutralizante y protector (44)

La NA representa alrededor del 5% de las proteinas totales del virién,
aproximadamente 200 moléculas de la misma. Estas estan constituidas por cuatro
subunidades idénticas que forman un tetramero de 240 kD. Es una enzima con
actividad N-acetilneuraminilhidrolasa (sialidasa) que provoca la ruptura de las uniones
glucosidicas del acido N-acetilmuramico (Acido sialico) presente en casi todas las
cadenas de oligosacaridos de las mucinas y en los receptores celulares para la HA (1).
Tiene funcién estabilizadora del virus frente a la accién hidrolitica de las enzimas
presentes en el moco de las vias respiratorias, de modo que permite que el virus

acceda a las células del epitelio respiratorio (45).
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La proteina M2 es un tetramero que actla en las primeras etapas de
penetracién del virus. Actia como canal idnico de modo que permite la acidificacién
del interior del virus, necesaria para la liberacion de los segmentos de la
nucleocapside virica en el citoplasma celular (46). La regién extramembrana de este
canal iénico presenta estabilidad antigénica, lo que la convierte en una potencial diana
vacunal. Ademas esta proteina es la diana de las aminas ciclicas (antivirales de tipo
amantaditas). En los virus influenza de tipo B esta proteina se denomina NB y en los

de tipo C el equivalente funcional es la proteina CM2.

Como hemos mencionado anteriormente, debajo de la envoltura lipidica se
situa la proteina de matriz (M1), de 17 kD, que esta implicada en el control de la RNA

polimerasa virica.

La ribonucleoproteina (RNP) forma el core del virus, compuesto por los
segmentos de RNA encapsidados de forma independiente por la nucleoproteina
(NP). La NP forma un tubo flexible enrollado sobre si mismo en forma de espiral
(simetria helicoidal) y asociado a su vez al complejo RNA polimerasa que interviene en

la transcripcion y sintesis del RNA complementario (1).

Los antigenos internos principales son la NP y la proteina de matriz M1, ambos
son especificos de tipo y por lo tanto, distintos entre los virus gripales A, By C. Los
anticuerpos frente a ellos no son neutralizantes y su papel esta limitado a la inmunidad

celular frente a la reinfeccién.

Variaciones antigénicas:

Los virus de la gripe presentan una marcada capacidad para sufrir variaciones
en sus antigenos lo cual les otorga una especial transcendencia desde el punto de

vista epidemioldgico, fundamentalmente cuando estas variaciones afectan a los
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antigenos de superficie de los que hemos hablado anteriormente (47). En este sentido,

se pueden establecer dos grandes grupos de variaciones.

A. Las variaciones menores o deslizamientos antigénicos (antigenic drift): son
mutaciones puntuales de los antigenos de superficie de los virus gripales Ay B.
Afectan sobre todo a la HA y suponen la aparicidn de una nueva cepa o
variante frente a la cual la poblacion tiene s6lo una inmunidad parcial por
exposiciones anteriores a las cepas originarias (12). Con el cambio gradual de
los antigenos superficiales surge una serie de nuevas variantes, cada una
diferente de su predecesora y mas alejada del subtipo inicial, pero
conservandose éste. Los casos de gripe estacional o brotes epidémicos estan
producidos por las variaciones menores.

B. Las variantes mayores o sustituciones antigénicas (antigenic shift):
Tienen lugar en los virus de la gripe de tipo A e implican el cambio total del
antigeno HA, del antigeno NA o de ambos. Suponen la aparicién de un subtipo
diferente del difundido hasta entonces en la poblacién, frente al cual ésta
carece totalmente de memoria inmunolégica y, por consiguiente, de inmunidad.
Las pandemias gripales ocurren como consecuencia de la aparicion de un

nuevo subtipo del virus gripal A por una variacién mayor. (47).

Hasta ahora se han descrito 16 subtipos de HA (H1-H16) y 9 subtipos de NA
(N1-N9). La plasticidad de estos virus, que les permite incorporar pequefios y grandes
cambios, es la base de su evolucién constante y de su naturaleza de agente zoonético
con capacidad para adaptarse a nuevos hospedadores y llegar a adquirir capacidades

pandémicas para el ser humano.
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1.2.4. Nuevo virus pandémico A (H1N1)v de 2009

El nuevo virus es el resultado de un reordenamiento genético entre el virus
porcino americano reordenado de 1997-1998 y el de Eurasia de 1976 (ver
antecedentes de gripe humana de origen porcino) (48, 49). Esta combinacién de
segmentos genéticos del nuevo virus no habia sido vista antes. Los segmentos NA y
M proceden del linaje porcino euroasiatico; los segmentos HA, NP y NS del porcino
americano; los segmentos PB1, PB2 y PA, o complejo polimerasa, del virus porcino
con reordenacion triple, si bien el primero procede del componente humano que tuvo
su origen en el virus humano H3N2 de 1968, y los otros dos del componente aviar
(35). Por lo tanto, el nuevo virus contiene 5 segmentos de origen porcino, 2 aviares y 1

humano. (Figura 2).

Figura 2: Segmentos genéticos, hospedador y afio de introduccion (48)

Classical
Swine
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En un principio se pensaba que esta nueva variante no presentaba ninguna
caracteristica molecular conocida que confiriera un incremento de la transmisibilidad o
de la patogenicidad. Sin embargo en 2010, un estudio realizado en China demostr6
que existen mutaciones localizadas en el dominio de la funcion viral que pueden tener
un papel en la adaptacion del virus al humano y en su virulencia (50). Un estudio
posterior en el que describen la aparicion una mutacién en la HA (Q310H) sugiere que
puede haber una asociacion entre esta mutacion y el aumento de la mortalidad de los

pacientes hospitalizados (51).
1.3. Epidemiologia

Los virus gripales A y B son los causantes principales del sindrome gripal,
implicandose en menor medida el tipo C. Los virus gripales de tipo A estan
ampliamente difundidos en la naturaleza en diferentes especies animales. Los
mamiferos, en particular los cerdos, caballos y mamiferos marinos (focas, ballenas),
sufren epizootias importantes (1). Entre los mamiferos, el ganado porcino ocupa un
lugar destacado por la posibilidad de persistencia de determinados subtipos y por
constituir un probable eslabon para la infeccion humana (12). Las aves salvajes, y en
particular los patos y otras especies migratorias, constituyen el reservorio central de la
gripe A. Las aves, ademas, representan un deposito natural de un amplio pool de
genes, es decir, un reservorio genético en el que frecuentemente se pueden producir
recombinaciones genéticas con la posterior diseminacion y difusién de los virus por
todo el mundo (12). La transmision interespecies de los virus gripales A es un hecho
comprobado, pero la especificidad de especie es importante. Son raros los casos de

infeccion humana con un virus de origen animal bien documentado (52).

La principal fuente de infeccién es el hombre enfermo o portador de formas

paucisintomaticas. La transmision ocurre siempre por mecanismo aéreo directo. Los
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fendbmenos de agregacion, més frecuentes en los meses frios y en las instituciones
cerradas, favorecen la difusion de los virus gripales cuya transmisibilidad es una de las
mas elevadas entre todas las infecciones humanas (53). Toda la poblacién es
susceptible; la Unica limitacion se debe a la existencia de inmunidad por contactos

previos con virus idénticos o antigénicamente proximos (53).

La gripe se presenta en forma de brotes epidémicos (gripe estacional) mas o
menos importantes, habitualmente todos los afos y durante los meses frios, como
consecuencia de las variaciones menores de los virus A y B (ver variaciones
antigénica en la seccién anterior) (52). Las epidemias progresan en la poblacion a
través de los grupos familiares y en las instituciones cerradas y pueden afectar a la

mayoria de la poblacion (53).

La gripe A puede, ademads, ocasionar pandemias como consecuencia de la
aparicién de variaciones mayores frente a las que la poblacién carece absolutamente
de inmunidad. Se presentan varias ondas epidémicas, que no ocurren necesariamente

en los meses frios, y afectan en pocos meses a todo el mundo.

1.3.1. Epidemiologia de la gripe estacional

La incidencia de la gripe estacional suele aumentar en otofio y empieza a
declinar a mediados de primavera. En el hemisferio norte, lo que corresponde a
noviembre y marzo, en el hemisferio sur, lo que corresponde a abril y septiembre (53).
En los paises tropicales, la gripe se presenta esporadicamente durante todo el afo,
pero la incidencia es mayor en los meses lluviosos (53). También estan bien
documentados brotes de gripe estacional inter-pandémicos, particularmente cuando el
virus se disemina en comunidades con poca o nada inmunidad preexistente a los virus
circulantes. La intensidad de la gripe estacional varia de afno a afno y depende en gran

medida el tamano de la poblaciéon susceptible, que a su vez depende del grado de
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variacion antigénica que ha ocurrido en las temporadas anteriores (53). Tanto las
infecciones previas naturales como la vacunacion reducen la poblaciéon susceptible si
los anticuerpos neutralizantes del virus estan presentes, pero si se produce un cambio
antigénico esto deriva en una poblacion mas vulnerable y en consecuencia, mayor

incidencia de la enfermedad (1).

Las tasas promedio de ataque durante las epidemias varian desde 10% a 20%,
pero puede ser tan alta como 40% a 50% en las poblaciones particularmente
susceptibles (2). La tasa de ataque suele ser mayor en nifnos y ancianos (1, 2). En los
brotes estacionales, la incidencia especifica por edad por lo general sigue un curso
predecible, siendo los nifios afectados a principios de la epidemia, seguido de sus

cuidadores adultos, y, por ultimo, las personas mayores (12).

Las tasas de hospitalizacion y mortalidad son mayores en pacientes con

enfermedades cronicas, fundamentalmente enfermedad cardiopulmonar (54).

La mortalidad promedio de la gripe en los paises desarrollados es de
aproximadamente 12 de cada 100.000 personas, pero en algunas poblaciones la
morbilidad y la mortalidad son significativamente mas altas (53). Esto ocurre en los
extremos de la vida, con un aumento importante en la mortalidad por encima de los 64
anos de edad, en personas asmaticas y con otras enfermedades pulmonares crénicas,
enfermedades cardiovasculares, diabetes, cirrosis hepatica, inmunodeficiencia,

hemoglobinopatias, enfermedades malignas, y disfuncion renal (1, 2).
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1.3.2. Epidemiologia de Ila gripe pandémica

Como se ha mencionado anteriormente, la gripe A puede ocasionar pandemias
como consecuencia de la aparicion de variantes mayores frente a las que la poblacion
carece absolutamente de inmunidad (55). La epidemiologia de las anteriores

pandemias se ha revisado en la seccion 1.1.

Pandemia de 2009: gripe A (H1N1) de origen porcino

En abril de 2009, el gobierno de EE.UU notificé a la OMS la deteccion de un
nuevo virus influenza A (H1N1) de origen porcino [A (H1N1)v] en un nifio de 10 afos y
una nifia de 9, con un sindrome gripal leve (37). Se determind que el virus de la gripe
aislado en cada nifio presentaba una composicién genética que no habia sido
identificada antes. La ausencia de antecedentes epidemiol6gicos de exposicidon con
cerdos sugeria la posibilidad de que se tratara de una transmision persona-persona.
(37). Posteriormente se notificaron en EE.UU 4 casos mas en California 'y 2 en Texas,
en los que se detectd el nuevo virus. Los CDC informaron que la misma cepa viral se

habia aislado en muestras de pacientes provenientes de México (56).

El 27 de abril la OMS elevo el nivel de alerta pandémica de fase 3 a 4, tras
verificar la existencia de transmision interhumana capaz de causar brotes a nivel de la
comunidad (57). El nuevo virus continu6é disemindndose alcanzado en poco tiempo
una amplia diseminacion internacional. En mayo habia 23 paises afectados, con 1.893
casos declarados y se elevo en nivel de alerta a 5 (58). La diseminacién continto
intensamente en los meses de mayo y junio, de manera que a fecha de 1 de junio

habia 62 paises afectados, con 17.410 casos y 115 muertes (58).
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En junio, la OMS elevé la fase de alerta de pandemia, de la 5 a la 6, o de
pandemia establecida, al verificarse la existencia de transmisibn comunitaria

mantenida en al menos un pais de una region de la OMS distinta.

En Espania, el 26 de abril se inici el estudio de tres pacientes que habian vuelto
de México, confirmandose dos de ellos el dia 27, como infeccion causada por el
nuevo virus de la gripe A. De este modo, Espania, fue el primer pais europeo que llevé

a cabo el diagnéstico especifico del virus A (H1N1)v.

Espafna, como la mayoria de paises del hemisferio Norte, experiment6 una
circulacién de virus A (H1N1)v durante el verano de 2009, fuera del periodo habitual de
actividad gripal, que evolucion6 de forma creciente hasta la presentacion a principios
del otorio de 2009 de la primera onda pandémica en nuestro territorio (37). El nivel de
actividad gripal en Esparia permanecié por encima de los valores propios del periodo
estival y se notificaron brotes localizados por virus A (H1N1)v durante todo el verano.
En la Figura 3 se muestra la evolucién de la tasa de incidencia de gripe semanal
durante el periodo habitual de vigilancia de la temporada 2008-2009 y durante el
periodo pandémico en Espafa, con tasas maximas de incidencia de gripe de 211 y

372 casos/100.000 habitantes, respectivamente.
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Figura 3: Tasas de incidencia y detecciones virales semanales en Espana.
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La tasa global de incidencia de gripe aumenté progresivamente durante el
verano de 2009, aunque no se superé el umbral basal hasta la semana 38/2009 (del
20 al 26 de septiembre). Se considera que el inicio de la onda pandémica por gripe A
(H1N1)v en Espana se produjo en la semana 40/2009 (del 4 al 10 de octubre). Esta
fecha de inicio de la onda pandémica podemos calificarla de precoz si la comparamos

con la de las ondas epidémicas de temporadas anteriores.

El pico maximo de incidencia de gripe se alcanzé en la semana 46/2009 (del 15

al 21 de noviembre) con 372,15 casos por 100.000 habitantes (Figura 4).
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Casos gripe/100.000 h.

Figura 4: Periodo pandémico en Espafia. Tasa de incidencia semanal y

porcentaje de virales positivas. (59)
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La intensidad de la onda pandémica fue moderada en comparacién con ondas
estacionales previas. EI mayor nivel de transmisién de la enfermedad ocurrié en
menores de 15 afnos, tanto en Espafia como en Europa (60). La incidencia en los
mayores de 64 afos fue inferior en la pandemia, en relacién a ondas estacionales de
gripe previas (60). Se acepta que una posible explicacion a este hecho reside en un
cierto grado de proteccién frente al virus A (H1IN1)v en personas de edad avanzada,
debido a una inmunidad residual por exposicion a cepas antigénicamente similares

que circularon en la primera mitad del siglo pasado (61).
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La tasa de letalidad de la enfermedad sintomatica se estimé en 0,048% en
EE.UU y 0,026% en el Reino Unido. En nuestro pais se calculé una cifra de letalidad
global de 0,43 defunciones por 1.000 casos de gripe pandémica (60). La menor tasa
de letalidad se observé en el grupo de 5-14 anos (60). En general, en nuestro pais,
esta pandemia se caracterizd a por un caracter leve, teniendo en cuenta tasas de
letalidad o mortalidad, si bien se observé un desplazamiento de las defunciones

confirmadas por el virus pandémico a edades mas jovenes (60).

Las tasas de hospitalizacién mas altas fueron en nifios menores de 5 anos, en

especial los menores de 1 afo, y menor para las personas de 65 afos de edad (60).

En EE.UU, entre los pacientes que fueron hospitalizados con gripe pandémica,
entre el 32 y el 45% eran menores de 18 afos (62). Entre un 9 y un 31% de los
pacientes hospitalizados fueron ingresados en una unidad de cuidados intensivos
(UCI), donde del 14 al 46% de los pacientes murieron (62). En general, la tasa de
letalidad entre los pacientes hospitalizados fue mas alta entre los pacientes de mas de

50 afos y mas baja entre los nifos.

-54 -



1. INTRODUCCION

1.4. Aspectos clinicos de la gripe

1.4.1 Patogénesis y transmision

La infeccién producida por el virus de la gripe comienza con una infeccién local
en el tracto respiratorio superior. El virus se transmite por via aérea mediante
aerosoles y penetra en el sujeto susceptible a través de las vias respiratorias. En el
tracto respiratorio superior el virus se une a los receptores de acido neuroaminico de
las células ciliadas del epitelio respiratorio. Tras esta primera etapa de unién del virus
a las células, mediada fundamentalmente por la glicoproteina NA, el virus entra en la
célula y comienza el ciclo replicativo que dura alrededor de 6 h. La replicacion del virus
esta mediada fundamentalmente por la otra glicoproteina, la HA, que es la principal
causante del poder patégeno del virus. El virus se multiplica en las células de las vias
respiratorias, desencadenando rapidamente un proceso inflamatorio local que se
activa secuencialmente, en cascada, con una importante secrecion de citoquinas,

especialmente proinflamatorias, responsables en gran medida del sindrome clinico

gripal.

El virus de la gripe esta presente en las secreciones respiratorias de personas
infectadas, por lo que la infeccion se transmite a través de las goticulas generadas
durante los estornudos y la tos (63, 64). Aunque los sintomas sistémicos son

frecuentes, la replicacién viral parece ocurrir solamente en el tracto respiratorio.

La adquisicién del virus a través de goticulas requiere un contacto estrecho con
una persona infectada, ya que estas particulas no permanecen suspendidas en el aire
y viajan sélo distancias cortas (64). Algunos estudios sugieren que estas goticulas
pueden convertirse en aerosoles y permanecer suspendidos en el aire durante largos
periodos de tiempo (65). Sin embargo, la transmision por el aire a través de distancias
largas no se ha documentado. El contacto con superficies contaminadas con estas
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goticulas respiratorias es otra fuente potencial de transmisién, pero no es una via de

transmisién bien establecida.

El periodo de incubacion varia entre 1 y 6 dias (66). Durante este periodo, la
cantidad de virus y el grado de infeccibn de la mucosa van aumentando
progresivamente hasta que se inician los sintomas, lo cual coincide con la maxima

concentracion de virus.

En adultos sanos la excrecién del virus se puede detectar a las 24- 48 horas
antes de inicio de la enfermedad, aunque en titulos mucho menores que durante el
periodo sintomatico (67). La duracion de la excrecién viral es de aproximadamente 5
dias (68). Se han documentado periodos mas largos de excrecién viral en nifos,
adultos de edad avanzada (69), pacientes con enfermedades cronicas (70), y

pacientes inmunodeprimidos (71, 72).

1.4.2 Manifestaciones clinicas habituales

Generalmente la gripe es un cuadro de inicio brusco que se caracteriza por la
presencia de fiebre, cefalea, mialgia y malestar general después de un periodo de
incubacion de uno a seis dias. Estos sintomas se acomparnan de manifestaciones de
infeccion de vias respiratorias, como tos no productiva, dolor de garganta y rinorrea
(73). Sin embargo, la gripe también puede producir un amplio espectro de otras
presentaciones que pueden ir desde enfermedades respiratorias afebriles similares al
resfriado comun, hasta enfermedades en la que los signos y sintomas sistémicos

predominan sobre la afeccion del tracto respiratorio.

En los casos de gripe no complicada, los hallazgos fisicos en general son
escasos. El paciente suele presentar fiebre, hiperemia, dolor de garganta intenso. A la

exploracién el paciente puede presentar linfadenopatia cervical leve que es mas
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frecuente en los pacientes mas jévenes. No suelen aparecer alteraciones importantes
a la exploracién fisica del térax, aunque se han descrito leves defectos ventilatorios y

aumento del gradiente de difusion alveolar-capilar (74).

Los pacientes con gripe no complicada generalmente mejoran gradualmente en
un periodo de dos a cinco dias, aunque la enfermedad puede durar una semana o
mas. Algunos pacientes presentan sintomas persistentes de debilidad, conocido como

astenia postgripal, que puede durar varias semanas.

1.4.3 Complicaciones

Complicaciones pulmonares:

Existen dos tipos de neumonia asociadas a la gripe: la neumonia viral primaria y la
bacteriana secundaria. Ademas, durante un brote de gripe pueden aparecer otros
sindromes pulmonares menos claros y mas leves como la traqueobronquitis,

neumonia focal o mixta viral-bacteriana (75-77).

Neumonia viral Primaria: ocurre cuando la infeccion del virus involucra directamente
a los pulmones, produciendo, por lo general, una neumonia grave. Afecta sobre todo a
personas con enfermedades de base, clasificados como pacientes de alto riesgo para
el desarrollo de esta complicacion (Tabla 1). Raramente se produce en adultos
jovenes aparentemente sanos (78). La sospecha clinica de neumonia viral primaria se
produce cuando los sintomas de la gripe persisten y aumentan en lugar de resolverse
en un paciente con gripe aguda. Los sintomas que pueden orientar hacia esta
complicacién son: fiebre alta, y cualquier causa de deterioro respiratorio (78, 79). Este
tipo de neumonia es la mas grave, aunque menos frecuente. Las manifestaciones
tipicas radiolégicas de la neumonia viral primaria incluyen opacidades reticulares

bilaterales o un patrén reticulonodular con o sin consolidacién superpuesta (80). Con
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menor frecuencia, las radiografias muestran areas focales de consolidacion, sobre

todo en los I6bulos inferiores, sin opacidades reticulares o reticulonodulares.

Neumonia bacteriana secundaria: es una complicacion importante de la gripe y

causa aproximadamente el 25% de todas las muertes asociadas a esta entidad (81).

El sello distintivo de la presentacion clinica en los pacientes con neumonia bacteriana
secundaria es la exacerbacién de la fiebre y sintomas respiratorios después de una
mejoria inicial. La fiebre puede disminuir durante uno o més dias pero posteriormente
el paciente sufre recaidas con fiebre, tos, expectoracion purulenta, y evidencia

radiografica de infiltrados pulmonares.

El patégeno bacteriano mas comun es Streptococcus pneumoniae que representa al
rededor del 48% de los casos de neumonia bacteriana secundaria (82).
Staphylococcus aureus, es el segundo microrganismo mas frecuente (19%).
Streptococcus pyogenes y Haemophilus influenzae también pueden aparecer como

agentes etiologicos de la neumonia bacteriana secundaria (82).

Como hemos dicho anteriormente, los pacientes con gripe pueden sufrir exacerbacién
de sus enfermedades de base como asma, EPOC o enfermedades cardiovasculares,

lo cual contribuye a un aumento de la mortalidad y morbilidad de estos pacientes.

Otras complicaciones pulmonares:

Crup: en los brotes de gripe de los tipos A y B aparecen cifras significativas de casos
de este cuadro. El cuadro asociado a la gripe de tipo A parece ser mas grave pero
menos frecuente que el provocado por el virus parainfluenza o virus respiratorio

sincitial.
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Exacerbacion de EPOC: la exacerbacién aguda de una bronquitis crénica es bastante
frecuente. Otras enfermedades que puede verse afectadas por la gripe son el asma y

la fibrosis quistica.

Complicaciones no pulmonares

Otras complicaciones importantes de la gripe incluyen la miositis vy
rabdomiolisis, que se han descrito con mayor frecuencia en nifos (83, 84). Raramente
pueden aparecer otras complicaciones como encefalopatia, mielitis transversa,

miocarditis, pericarditis y sindrome de Reye.

Los pacientes clasificados como pacientes de alto riesgo para el desarrollo de

complicaciones estan resumidos en la tabla 1.
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Tabla 1: Grupos de riesgo para el desarrollo de complicaciones de la gripe.

Adultos =265 afos

Pacientes con enfermedades pulmonares crénicas (incluyendo asma),
cardiovasculares, renales, hepaticas, hematologicas (incluyendo la enfermedad
de células falciformes), metabdlicas (incluyendo diabetes mellitus), neurolégicas,
neuromusculares y los trastornos del desarrollo neurolégico.

medicamentos o por el virus de inmunodeficiencia humana).

Mujeres embarazadas o en el postparto (dentro de las 2 semanas después
del parto).

Obesidad moérbida (indice de masa corporal [IMC] = 40 para adultos
o IMC> 2,33 desviaciones estandar por encima de la media para los nifios).

4 Pacientes inmunodeprimidos (incluyendo inmunosupresion causada por

Pacientes que vivan en residencias de ancianos u otras instituciones sanitarias.

1.4.4 Caracteristicas clinicas de la gripe pandémica de 2009

Los mecanismos de transmision persona a persona del virus de la gripe A
(H1N1)v fueron similares a los de la gripe estacional, pero el papel de las pequenas
particulas de los aerosoles, las gotas grandes, y fémites es incierto (85). El periodo de
incubacion vario entre 1 y 7 dias, similar al de la gripe estacional (86). Los datos
publicados sugieren que hasta un 80% de los pacientes eliminaron virus durante 5
dias, 40% durante 7 dias, y el 10% durante 10 dias o mas (71). Los pacientes
inmunodeprimidos pueden excretar el virus hasta 3 semanas después de la aparicion
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de los sintomas (87). No existen datos que evaluen la posible asociacion de una

excrecion prologada (EVP) con mal pronéstico o evolucion de estos pacientes.

Los signos y sintomas de la gripe pandémica A (H1N1)v fueron similares a los
de la gripe estacional (88), aunque las manifestaciones gastrointestinales aparecieron
con mas frecuencia en los pacientes con gripe A (H1N1)v (89, 90). La gravedad de los

sintomas fue inferior a la descrita durante la pandemia de gripe de 1918 (91).

En un estudio de vigilancia epidemiolégica en el que se compararon las
caracteristicas clinicas de la gripe pandémica A (H1N1)v, la gripe estacional H1N1, y
la gripe estacional H3N2, los resultados sugieren que las manifestaciones clinicas y la
tasa de hospitalizacion fueron similares entre los pacientes infectados con cada una de
las tres cepas (90). Sin embargo, se observd una mayor tasa de neumonia tanto viral

primaria como bacteriana secundaria en pacientes con gripe A (H1N1)v.

También se sabe que los pacientes con gripe A (H1N1)v presentaron tasas
mas altas de complicaciones extrapulmonares, mayor numero de ingresos en
unidades de cuidados intensivos y mayor mortalidad, a pesar de que los pacientes

eran mas jévenes y con menos comorbilidades (92).

Adultos y adolescentes: Los hallazgos clinicos mas frecuentes fueron fiebre, tos, dolor

de garganta, malestar general y cefalea. Los vomitos y diarrea fueron relativamente
frecuentes, lo cual es una caracteristica diferencial con la gripe estacional (93-95).

Otros hallazgos incluyeron escalofrios, mialgias, y artralgias.

Mujeres embarazadas: Las mujeres embarazadas y sus fetos o recién nacidos

presentaban mayor riesgo de infeccién por la gripe A (H1N1)v y mayor riesgo de sufrir
complicaciones. En diferentes series publicadas, las mujeres embarazadas
representaron un 6-10% de los pacientes que requirieron hospitalizacién o murieron

durante la pandemia (96-99).
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Nifios: los sintomas y signos mas comunes entre los nifios con gripe A (H1N1)v fueron
fiebre, tos, rinorrea, e hipoxemia. Ademés se observaron sibilancias y las molestias
gastrointestinales fueron frecuentes (100). Durante la pandemia, los nifios pequefos
(<5 anos y en especial <2 anos) presentaban mayor riesgo de sufrir complicaciones

(101).

Complicaciones:

Complicaciones pulmonares: Durante la pandemia reciente se registraron casos de

neumonia rapidamente progresiva, insuficiencia respiratoria, y sindrome de distrés
respiratorio agudo (SDRA) (77, 102). En un estudio observacional realizado en 13
hospitales espafoles, un 43% de los pacientes hospitalizados por gripe A (H1N1)v, a
los que se realizé una radiografia de térax, tuvieron neumonia (103). De estos, el 83%
tenian neumonia viral primaria y 36% tenian neumonia bacteriana concomitante o
secundaria. Los pacientes con neumonia presentaron tasas mas altas de shock,
mayor duracion de la ventilacion mecénica, mas dias de estancia en cuidados

intensivos, y mayor mortalidad (103).

En cuanto a la neumonia bacteriana secundaria, esta representé entre un 4 y un 30%
de los casos hospitalizados en Estados Unidos, Argentina, Australia, Nueva Zelanda y
Espana (104-106). En el estudio espanol, citado anteriormente, Streptococcus
pneumoniae fue la causa de complicacion bacteriana mas frecuente, aislandose como
agente etiolégico en un 70% de los casos (103). Comparando la incidencia de los
microorganismos implicados en esta entidad durante la pandemia de 2009 con la

epidemia anterior, y sélo S. aureus fue significativamente mayor (19 vs. 6%) (82).

Complicaciones no pulmonares: Las siguientes complicaciones neurolégicas también

ocurrieron en pacientes con gripe A (H1N1)v: encefalopatia o encefalitis, meningitis y

sindrome de Guillain-Barré. Otras manifestaciones menos frecuentes incluyeron;
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confusién, cuadriparesia, encefalomielitis diseminada aguda grave, accidentes

cerebrovasculares y ataque isquémico transitorio (77, 92, 107, 108).

Otras complicaciones descritas en pacientes con gripe pandémica A (H1N1)v
incluyeron miocarditis, insuficiencia renal, rabdomiolisis, sindrome hemofagocitico y

fallo multiorganico (108, 109).
1.5. Procedimientos diagnosticos:

El diagnéstico de laboratorio de la gripe puede llevarse a cabo mediante dos
estrategias. Por un lado estan los métodos directos, como el aislamiento del virus en
cultivo celular y los métodos que permiten detectar el virus en las secreciones
respiratorias del paciente (deteccion de antigenos y de acidos nucleicos). Por otro lado
esta la estrategia de diagnéstico indirecto que mide la respuesta inmunitaria de tipo

humoral a través de la deteccidén de anticuerpos especificos en suero.

El aislamiento en cultivo celular es un método diagndéstico lento y tardio pero de
extraordinaria importancia para la caracterizaciéon del virus y la realizacién de estudios
epidemiolégicos, antigénicos, y filogenéticos. Por el contrario, la deteccién de
antigenos y &cidos nucleicos permite la realizacion de un diagnéstico de laboratorio
rapido y preciso ayudando a la toma de decisiones terapéuticas. La aplicacién de la
serologia reside principalmente en la realizacion de estudios poblacionales de

cobertura vacunal.

Las pruebas de laboratorio para el diagnéstico de la gripe tienen limitaciones que
pueden dar lugar a falsos resultados por lo que siempre deben interpretarse junto con
la historia clinica del paciente. Podemos tener falsos negativos debido a una cantidad
insuficiente de muestra o baja carga viral, recogida inapropiada, transportes

inadecuados, aparicion de nuevos subtipos para los cuales las técnicas disponibles no
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son sensibles ni especificas. También podemos tener falsos positivos por baja

especificidad.

Recogida y transporte de muestras. El requisito fundamental a la hora de valorar las
muestras obtenidas a partir del tracto respiratorio es que éstas deben contener el
mayor numero posible de células epiteliales, que son en las que fundamentalmente se
replica el virus. En este sentido, resultan apropiadas para la investigaciéon de virus
gripales las muestras respiratorias tales como los frotis de faringe o nasofaringe y los
lavados o aspirados nasales o bronquiales. Estas muestras deben ser tomadas
durante los primeros dias de la enfermedad. En cuanto a muestras del tracto
respiratorio inferior (TRI), disponible en pacientes intubados, no existen suficientes

datos en la literatura sobre el valor de éstas muestras en la deteccién de virus de la

gripe.

El transporte de las muestras debe realizarse a 4°C (o en su defecto congeladas
a -70°C) con objeto de asegurar la infectividad del virus. La recuperacion de los virus
gripales a partir de la muestra se favorece utilizando un medio de transporte
adecuado, que consiste en una solucién salina a pH neutro con estabilizadores de
proteinas, como el suero de albumina bovina, y los antibidticos para reducir el

crecimiento de bacterias que integran la microbiota acompanante.
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1.5.1 Métodos directos

Aislamiento del virus: técnicas de cultivo

El Virus de la gripe fue aislado por primera vez en 1933, mediante la
inoculacion de muestras en la cavidad amniética de huevos de gallina embrionados
(110). En este método de aislamiento viral, los huevos inoculados se incuban a 33-
35°C durante tres dias para los aislados de virus de la gripe procedentes de
mamiferos, y a 37°C para los aislados aviares de virus de la gripe A. Una vez
finalizada la incubacion, se analizan por hemaglutinacién los fluidos amniético y
alantoideo en busca de la presencia de actividad virica. Esta técnica ya no se aplica
habitualmente para el aislamiento del virus. Solo se utiliza en laboratorios de
referencia para lograr una alta sensibilidad para la deteccion y para obtener alto titulo

reservas de virus.

Cultivo convencional:

Los virus de la gripe son capaces de replicarse en diferentes lineas celulares
primarias, diploides o continuas, aunque la susceptibilidad a la infeccion es baja en la
mayoria de ellas. La linea celular mas comunmente utilizada son las células Madin

Darby de riidn de perro (MDCK).

Las lineas celulares inoculadas con las muestras respiratorias de los pacientes
se incuban a 33-35°C en presencia de tripsina para asegurar la activacion proteolitica
de los virus. La identificacion de la existencia de crecimiento del virus sobre la
monocapa de células se realiza mediante la observacion del efecto citopatico (ECP)
causado sobre ellas, que consiste en la aparicion de células degenerativas y
redondeadas que se desprenden de la monocapa (Figura 5). EIl ECP puede ser

causada por varios virus respiratorios, y no siempre se observa en las lineas de
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células infectadas, por lo que la infeccion viral debe confirmarse por otros métodos que
identifiquen el crecimiento virico, como son la hemaglutinacién, la hemadsorcion o la

deteccion de antigenos viricos mediante técnicas de inmunofluorescencia (110).

Figura 5: efecto citopatico producido por virus de la gripe A en células RhMk. (111)

a Gy :

.
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Cultivo rapido:

Como se ha comentado anteriormente, una de las principales desventajas del
aislamiento de los virus de la gripe es el tiempo necesario de crecimiento e
identificacion en cultivo celular (4-7 dias). Existen varios métodos capaces de detectar
la presencia de los virus de la gripe de modo mas precoz, entre uno y tres dias
después de la inoculacién de la linea celular y antes de la aparicion del efecto
citopatico. EI mas comunmente utilizado es el shell vial (SV), en el que las muestras
son directamente centrifugadas sobre la monocapa celular para facilitar la adherencia
y penetracion virica. A las 24-48 horas se detecta la presencia de proteinas viricas

mediante inmunofluorescencia (110). El diagnéstico por cultivo en SV es mas rapido
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que el diagnéstico por métodos convencionales (24-48 h vs. 7-13 dias), con una

sensibilidad equivalente (112).

Para el cultivo rdpido en SV pueden utilizarse las lineas celulares habituales
para el aislamiento del virus de la gripe comentadas anteriormente (MDCK) o lineas de
células mixtas (por ejemplo, R-Mix) para detectar ademas otros virus respiratorios

(113).

Aunque el cultivo viral juega un papel cada vez menos importante en el
diagnostico microbiologico de la gripe, muchos laboratorios que no tenian acceso a los
ensayos moleculares durante la pandemia realizaron cultivo en SV para la deteccidn
de la nueva variante pandémica. La mayoria de estos laboratorios utilizaron lineas de
células mixtas (114). Algunos estudios compararon el rendimiento de las células
mixtas R-Mix con los métodos moleculares. Estos estudios muestran unas
sensibilidades del cultivo en R-Mix que van desde 88,9% a 96,9% y una especificidad

del 100% para la deteccién del virus influenza A (H1N1)v (115, 116).

Deteccion de antigenos viricos:

Los métodos mas utilizados para la deteccion de antigenos viricos son la
inmunofluorescencia y EIA (enzimo-inmuno analisis) que se pueden realizar
directamente en la muestra clinica o bien en las células del cultivo en las que
previamente se ha inoculado la muestra (117). Los antigenos viricos que se detectan
mediante estos métodos son generalmente la HA y la NA. No obstante, debido a la
variacion antigénica que sufren estas glicoproteinas, también es posible disenar
métodos capaces de detectar otras proteinas menos variables como la nucleoproteina
(NP) (110). En la actualidad, la mayoria de estas pruebas rapidas permiten distinguir
virus tipo A de virus tipo B, pero su papel en la identificacién de los diferentes subtipos

de virus de la gripe A no esta claro.
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La principal ventaja de estos métodos es que son independientes de la
infectividad del virus. Otra de sus ventajas es el hecho de que permiten una rapida
obtencién de resultados, generalmente en unas pocas horas después de la recepcion
de la muestra. Como limitacion resenable cabe apuntar que los resultados a menudo
son dificiles de interpretar, la especificidad dependera de la experiencia del personal

que los realice y la sensibilidad suele ser baja (117).

Los tipos de muestras que se pueden utilizar para estos test rapidos de
deteccibn de antigeno son en orden decreciente de sensibilidad: aspirados
nasofaringeos, exudado/lavado nasofaringeos, y exudado faringeo (118). La
sensibilidad del test va a depender de la calidad de la muestra y del momento de la
toma de la muestra en relacion con el tiempo de aparicion de los sintomas (119). La
sensibilidad éptima se logra cuando las muestras se recogen en los primeros dias de
la enfermedad, ya que el pico maximo de carga viral tiene lugar dentro de las primeras
48 horas desde la aparicién de los sintomas (120). Los datos de sensibilidad y
especificidad que se encuentran en la literatura son muy variables. Hay datos de
sensibilidad entre 57% y 90% y de especificidad entre 65% y 99% que se ven influidos
por el tipo de poblacion del estudio, el tipo de muestra, y el momento de la recogida de

la misma (119).

Las sensibilidad de los tests rapidos para la deteccion del virus pandémico A
(HIN1)v es inferior a la que presentan para la deteccion de los virus estacionales
(116, 121-124) aunque algunos estudios sugieren que la sensibilidad es comparable

(125, 126) o superior (127).

La utilizacion de estos tests rapidos con sensibilidades subo6ptimas tuvo
importantes implicaciones en el manejo clinico de los pacientes durante la pandemia.
Como consecuencia de esto se recomendd que los resultados negativos de la prueba

no debian utilizarse para descartar la infeccidén, y que todo resultado negativo debia
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confirmarse con una técnica mas sensible. También se recomendé que en pacientes
en los que el tratamiento con antivirales estaba indicado debian ser tratados
empiricamente con independencia del resultado de un test rapido negativo hasta la

confirmaciéon del resultado.

Métodos de deteccion de acidos nucleicos:

Las técnicas de diagnéstico molecular son consideradas como las mas
sensibles, especificas, y versatiles para el diagndstico de la gripe y estan sustituyendo
al aislamiento viral como método de referencia (128, 129). El método mas utilizado
para la deteccion de &cidos nucleicos del virus de la gripe es la transcripcion reversa

de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Normalmente los genes diana (target) de estas técnicas de RT-PCR son genes
muy conservados como los que codifican para la proteina matriz (M), la nucleoproteina
(NP) o el segmento génico NS, que permiten diferenciar entre los tres géneros: virus
de la gripe A, B o C. Otros genes diana considerados de interés, en concreto en la
deteccion de virus tipo A, son la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA), los

cuales permiten conocer el subtipo del virus gripal.

Con respecto a la deteccién mediante técnicas de PCR convencional a tiempo

final, ademéas de las técnicas "caseras" o in house, existen kits comerciales, en
formato mudltiple, que tienen como objetivo aumentar la especificidad. Uno de los
principales inconvenientes de la PCR convencional o a tiempo final es que se trata de
un método cualitativo y que el tiempo requerido para la emision de los resultados es de

48-72 horas.

El empleo de la PCR a tiempo real utilizando diferentes sondas marcadas

fluorogénicamente (TagMan, sondas de hibridacion, molecular beacon), cebadores

marcados que dan lugar a un amplicén autofluorescente (primers scorpions, primers
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sunrise) o agentes intercalantes, como el Sybr-Green, estan desplazando el uso de la
PCR convencional. Estos métodos de PCR a tiempo real permiten la cuantificacion,
ademas de reducir el riesgo de contaminaciones y el tiempo requerido para la emisién
de los resultados ya que no es necesario el analisis posterior de los amplicones

obtenidos.

También es posible realizar una PCR multiple que ademas de detectar los tres
géneros del virus permitiria el subtipado del virus A y/o la deteccién simultanea de

otros virus respiratorios.

Ninguna de las otras técnicas de diagnéstico disponibles es capaz de subtipar.
La tipificacion de los virus de influenza A, no se realiza rutinariamente en la mayoria de
los laboratorios clinicos. Realmente, el subtipado se limita en gran medida a los

laboratorios de salud publica.

La capacidad de determinar el subtipo de los virus de la gripe tipo A fue critico
durante la pandemia para tener conocimiento de la extension geografica de la
propagaciéon y comprender las principales caracteristicas virolégicas, en particular la

capacidad de transmision de la nueva cepa.

1.5.2. Métodos Indirectos

Las pruebas seroldgicas se basan en la deteccion de anticuerpos especificos
frente al antigeno HA del virus gripal en el suero del paciente. Estos anticuerpos
aparecen por primera vez alrededor de las 2 semanas posteriores al inicio de la
infeccion y alcanzan los niveles maximos a las 4-7 semanas (130). Estos métodos
raramente se utilizan en la practica clinica habitual, no obstante, un analisis

retrospectivo puede establecer un diagndstico clinico en ausencia de otra prueba
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diagnéstica (110). Ademas, constituyen una herramienta atil en la vigilancia

epidemiolégica de la circulacién de los virus gripales.

Una de las principales dificultades del diagnéstico seroldgico es la necesidad de
evaluar muestras de sueros pareadas ya que debe constatarse un incremento
significativo del titulo de anticuerpos entre dos muestras consecutivas separadas entre
dos y cuatro semanas (110). Los ensayos serol6gicos mas frecuentemente utilizados
son la reaccion de fijacion del complemento, la inhibicion de la hemaglutinacion y la

neutralizacion.

La reaccion de fijacion del complemento se utiliza para la deteccion de

anticuerpos frente a la NP del virus, que esta altamente conservada (131). Estos
ensayos tienen un valor importante en el caso de la circulacion de nuevas variantes
antigénicas, frente a las cuales no haya disponibilidad de anticuerpos monoclonales
frente a la HA (132). No obstante, el aumento en el titulo de fijacién del complemento
después de una infeccion gripal es lento y el ensayo por si solo tiene una sensibilidad

relativamente baja (131).

La inhibicién de la hemaglutinacién se usa habitualmente para el diagnéstico y

de los virus de la gripe Ay B y para el subtipado de los virus de la gripe A. El titulo de
anticuerpos presentes en una muestra de suero se relaciona de manera directa con la
proteccion o susceptibilidad del paciente frente a la infeccion gripal (130). Se utiliza
ampliamente para medir la respuesta del paciente a la administracion de la vacuna de
la gripe (131). Sin embargo, la realizacién e interpretacion de esta técnica es compleja
y, frecuentemente, subjetiva, por lo que precisa personal cualificado para su
realizacion. Es por ello muy habitual que esta técnica carezca de reproducibilidad
cuando se realiza por distintos laboratorios. Por otro lado, aunque su ventaja mas

evidente es su elevada especificidad, se contrarresta por la baja sensibilidad.
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El principio basico del ensayo de neutralizacién del suero es la inhibicién de la

replicacién virica mediante anticuerpos especificos. Los titulos de anticuerpos
neutralizantes presentes en el suero del paciente, obtenidos mediante esta técnica, se
correlacionan perfectamente con los obtenidos en los ensayos de inhibicién de
hemaglutinacién (130). El mayor inconveniente que presenta esta técnica es que los
anticuerpos monoclonales utilizados tienen que ser validados a menudo con objeto de
comprobar que son capaces de reaccionar frente a las nuevas variantes del virus de la

gripe (130).

1.5.3 Métodos de deteccion de resistencia a antivirales.

En la actualidad, los métodos existentes para la deteccién de resistencia a
antivirales incluyen: (i) el ensayo de inhibicion enzimatica de la NA y (ii) ensayos para
detectar marcadores moleculares de resistencia antiviral como la secuenciacion

convencional de Sanger, la pirosecuenciacion, y los métodos basados en RT-PCR.

Ensayo de inhibicion de la NA:

Es un método tradicional para detectar la resistencia del virus de la gripe
basado en cultivo celular. El resultado final del estudio (reduccién de la sensibilidad o
resistencia) puede determinarse independientemente de la patogénesis molecular de

tal resistencia.

Las elevaciones en la concentracion inhibitoria 50% (CI150), sin embargo, no
son suficientes para definir la resistencia y se utilizan en combinacién con la

secuenciacion para identificar marcadores moleculares de resistencia (133, 134).

Una limitacién de este método es que el virus de la gripe B presenta mayor
CI50 basales lo que puede dar lugar a interpretacion erronea de la resistencia del virus

en pacientes con infecciones mixtas por virus A y B. Otras limitaciones de la utilizacion
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de este ensayo son; la necesidad de aislamiento viral y la sobrestimacion de la
resistencia debido a la seleccién o expansion de mutantes resistentes durante la

propagacion viral.

A pesar de estas limitaciones, este método sigue siendo una técnica esencial

para determinar el papel de las nuevas mutaciones identificadas por secuenciacion.

Pirosecuenciacion:

Es una técnica que ha surgido en los dltimos afos. Ha sido
utilizada con éxito para identificar y detectar los marcadores moleculares de
resistencia antiviral de los virus de la gripe estacional HIN1 y H3N2 (135, 136), el virus
H5N1 (137), el virus de la gripe pandémica (H1N1)v (138), y los virus de la gripe B

(139).

Es el método es empleado por el CDC para la deteccion de la resistencia
antiviral directamente en muestras clinicas y se utiliza en combinacién con los ensayos

de inhibicion de la NA para detectar marcadores moleculares de resistencia.

Entre las ventajas de la pirosecuenciacion se encuentran: (i) presenta una
elevada sensibilidad con un tiempo de respuesta reducido, con resultados disponibles
en menos de 5 h, (ii) permite identificar nuevas mutaciones en el area del genoma que
se secuencia, y por lo tanto, detectar nuevos marcadores de resistencia, y (iii) permite
detectar mutantes presentes, con prevalencias de un 5 a un 10%, en poblaciones

virales mixtas. (140).

Esta tecnologia también presenta algunas limitaciones como: (i) los
determinantes moleculares de la resistencia a inhibidores de la NA no estan del todo

caracterizados, (ii) el disefio de los cebadores requiere un conocimiento previo del
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subtipo de virus, dado que resistencia a la NA es tipo y subtipo especifico, (iv) requiere

tecnologia y personal especializados.

Métodos basados en RT-PCR en tiempo real:

Varios estudios recientes (141-143) han descrito el desarrollo de RT-PCR en
tiempo real para la deteccion de la mutacién H275Y que esta asociada con resistencia
a oseltamivir y demostr6 estar presente en todos virus A (H1N1)v resistentes

analizados hasta el momento.

Una ventaja importante de estos ensayos es que muchos laboratorios clinicos
ya cuentan con la infraestructura y los conocimientos necesarios para el desarrollo y
ejecucion de ésta técnica. Otra ventaja es que el tiempo de respuesta es de 3 a 4

horas. Ademas se trata de una técnica automatizada y de una elevada sensibilidad.

El papel de las pruebas de sensibilidad a antivirales en la rutina clinica es
causa de debate, aunque han demostrado ser de utilidad en el contexto de la
epidemiologia de la gripe local, anual. Un posible enfoque seria su aplicacién en
estudios de vigilancia de resistencia en poblaciones de alto riesgo como pacientes con
EVP y aquellos que estén en areas con mayores tasas de resistencia a antivirales

(144-148).

1.6 Tratamiento:

En la actualidad existen 2 grupos de agentes antivirales aprobados para el
tratamiento/profilaxis de la gripe: los inhibidores de la neuroaminidasa y los

adamantanos.
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1.6.1 Inhibidores de Ia Neuroaminidasa:

Zanamivir y oseltamivir son los dos antivirales que pertenecen al grupo de los

inhibidores de la neuraminidasa.

Oseltamivir
C,.H,N, O,

16" '28

Zanamivir
CIZ H2ON407
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Mecanismo de accion:

Los inhibidores de la NA son analogos de acido sidlico que inhiben de manera
selectiva y competitiva las neuraminidasas del virus de la gripe A y B. Como ya se ha
comentado anteriormente, estas enzimas son glucoproteinas situadas en la superficie
del virion cuya actividad es esencial para la liberacion de particulas virales
nuevamente formadas a partir de la célula infectada de asi como para la propagacién

de éstas en el organismo (149).

Farmacocinética:

Oseltamivir se absorbe facilmente en el tubo digestivo después de la administracion
oral del profarmaco (oseltamivir fosfato) y se transforma ampliamente en su metabolito
activo (oseltamivir carboxiltato), sobre todo por las esterasas hepaticas. Como minimo,
el 75 % de la dosis oral llega hasta la circulacion sistémica en forma del metabolito
activo. Las concentraciones plasmaticas del profarmaco y del metabolito activo son
proporcionales a la dosis y no se alteran con la administracion concomitante de los
alimentos. El volumen medio de distribucion de oseltamivir carboxilato es de
aproximadamente 23 litros. Los estudios in vitro han demostrado que ni oseltamivir ni
el metabolito activo son substratos, ni tampoco son inhibidores, de las principales
isoformas del citocromo P450. El oseltamivir absorbido se elimina principalmente (>90
%) mediante su conversién en oseltamivir carboxilato que ya no se metaboliza, sino
que se elimina en la orina. El metabolito activo se elimina exclusivamente por
excrecion renal. La insuficiencia renal reduce el aclaramiento del oseltamivir siendo
necesaria una reduccion de la dosis. En los pacientes con disfuncién hepética, no
cabe esperar un aumento significativo de la exposicién al oseltamivir ni tampoco una

disminucién significativa de la exposicién a su metabolito activo.
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En las personas de la tercera edad (edad entre 65 a 78 afnos) la exposicién al
metabolito activo en el estado de equilibrio resulté un 25 a 35 % mas alta que en
adultos menores de 65 afos, cuando se trataron con dosis comparables de
oseltamivir. Las semividas observadas en ancianos se asemejaron a las de los adultos
jovenes. Teniendo en cuenta la exposicion y la tolerancia a este medicamento, no se
precisa ningun ajuste posolégico en los pacientes ancianos, a menos que haya
evidencia de alteracion de la funcién renal (aclaramiento de creatinina inferior a 30

ml/min)

Zanamivir no es biodisponible por via oral, se comercializa como un polvo seco para
inhalacion. Se deposita directamente en el tracto respiratorio a través de un inhalador
(Diskhaler, Glaxo Wellcome). Zanamivir alcanza concentraciones muy elevadas en el
tracto respiratorio, del 10 al 20% del compuesto activo llega a los pulmones, y el resto
se deposita en la orofaringe. La excrecién es fundamentalmente renal, pero teniendo
en cuenta la biodisponibilidad sistémica limitada, no hay necesidad de modificar la
dosis en pacientes con insuficiencia renal. La vida media pulmonar es de 2,8 horas
(150). Zanamivir no debe ser reconstituido en formulaciones liquidas y no se

recomienda para su uso nebulizadores o ventiladores mecéanicos.

Efectos adversos:

Tanto zanamivir como oseltamivir son generalmente bien tolerados.

Oseltamivir:

Los efectos adversos mas comunes asociadas al uso de oseltamivir son
nauseas y vomitos. Ocurren en aproximadamente un 15% de los pacientes. Estos
efectos secundarios son generalmente leves y se limitan al primer o segundo dia de

tratamiento (151-155).
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Informes posteriores a la comercializaciéon han notificado efectos adversos raros pero
graves en pacientes tratados con oseltamivir (156). Estos eventos incluyen efectos
neuropsiquiatricos (delirio, alucinaciones, confusién, comportamiento anormal,
convulsiones y encefalitis) y reacciones cutaneas graves (incluyendo necrélisis

epidérmica téxica, sindrome de Stevens-Johnson y eritema multiforme).

Zanamivir.

Generalmente no se recomienda la administracién de zanamivir inhalado (polvo
seco) en pacientes con enfermedades respiratorias como asma o enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (149).

e No estd recomendado el uso del polvo de inhalacion en nebulizadores o
ventiladores mecanicos ya que la lactosa pueden obstruir los tubos
respiratorios (157)

e Pueden producirse episodios vasovagales poco después de la inhalacion de
Zzanamivir.

e Debe evitarse en pacientes con alergia a proteinas de leche, debido a la

presencia de lactosa.

Eficacia del tratamiento:

Se sabe que el inicio inmediato de la terapia antiviral puede acortar la duracion
de los sintomas del cuadro gripal de uno a tres dias, el beneficio es mayor cuando se
administra en las primeras 24 a 30 horas y especialmente en pacientes que se
presentan con fiebre (158-160). Poco o ningun beneficio se ha demostrado cuando el
tratamiento se inicia a partir de las 48 horas después de la aparicion de los sintomas

de una gripe no complicada (158).

En cuanto a la excrecion viral, algunos estudios sugieren que la duracion de ésta

disminuye en los pacientes tratados, sin embargo, los estudios que aportan datos
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sobre la duracién de la replicacion viral son inconsistentes (153, 161-163). Las
relaciones temporales y causales entre los cambios en la excrecion viral y los

resultados clinicos no han sido bien establecidos.

Los datos sobre la eficacia de zanamivir y oseltamivir en el tratamiento y la
prevencion de complicaciones graves relacionadas con la gripe son limitados. En un
metanalisis de 10 ensayos clinicos, el riesgo de neumonia entre los pacientes con
gripe confirmada tratados con oseltamivir fue de aproximadamente un 50% menor que
entre los pacientes que recibieron un placebo, y un 34% inferior en los pacientes con

riesgo de complicaciones (p <0,05 para ambas comparaciones) (164).

En cuanto a las complicaciones relacionadas con exacerbacion de las
enfermedades de base, en un estudio aleatorizado y controlado realizado en nifios con
asma, se encontré una mayor mejoria de la funcién pulmonar y menos exacerbaciones
de asma entre los nifos tratados con oseltamivir en comparacién con los nifos que

recibieron placebo (165).

Varios estudios observacionales han demostrado que oseltamivir tiene un efecto
positivo en la morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados (166, 167). Un
estudio prospectivo observacional evalué los resultados clinicos de 327 adultos
hospitalizados con gripe confirmada por laboratorio. La edad media de los adultos fue
de 77 anos, y el 71% inici6 tratamiento mas alla de las 48 horas después del inicio de
la enfermedad. El analisis multivariable demostré que el tratamiento con oseltamivir se
asocid con un riesgo significativamente menor de muerte dentro de los primeros 15
dias de hospitalizacion. El beneficio se observd incluso entre los pacientes que
iniciaron tratamiento pasadas las 48 horas después de la aparicion de los sintomas.
Sin embargo, el tratamiento con oseltamivir no redujo ni la duracién de la

hospitalizacion ni la mortalidad a los 30 dias (164).
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Hasta el momento, varios estudios observacionales sugieren que el tratamiento
con inhibidores de la neuraminidasa se asocia con enfermedad menos grave, y tiene
un beneficio de supervivencia en pacientes hospitalizados con infeccion por el virus A
(HIN1)v (96, 168, 169). Sin embargo, no hay suficientes datos adicionales sobre el
impacto del tratamiento antiviral en las complicaciones graves asociadas a la gripe

pandémica.

Estudios clinicos en humanos han indicado que zanamivir y oseltamivir tienen
actividad contra el virus de la gripe tipo B (148, 153, 170). Sin embargo, un estudio
observacional realizado en Japdén en nifios con gripe confirmada y tratada con
oseltamivir demostré que los nifios con infeccion por gripe A presentaron una
resolucion mas rapida de la fiebre y una menor duracién de la excrecion viral que los
nifos infectados por virus del tipo B, lo que sugiere que el oseltamivir podria ser

menos eficaz para el tratamiento de la gripe B (145).

1.6.2 Adamantanos:

Amantadina (A) y rimantadina (B) pertenecen a la clase de antivirales conocidos

como adamantanos.
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Mecanismo de accion:

Actian a nivel de la proteina M2 inhibiendo la replicacion viral en las fases
tempranas, durante la decapsidacion. Estos farmacos son activos frente al virus de la

gripe de tipo A, pero no frente al tipo B.

Farmacocinética:

La amantadina se excreta principalmente inalterada en la orina. En pacientes
con un aclaramiento de creatinina inferior a 50 ml/min, la dosis diaria habitual para
adultos (100mg/12h) debe reducirse a 100 mg/24h. Una reduccién similar se

recomienda para los pacientes mayores de 65 afnos.

La rimantadina se metaboliza extensamente en el higado, conociéndose tres
metabolitos hidroxilados (171). Se recomienda reducir la dosis de 100 mg dos veces al
dia a 100 mg al dia en pacientes con disfuncion hepatica severa, insuficiencia renal

(aclaramiento de creatinina <10 ml/min), y pacientes de edad avanzada.

Efectos adversos:

Tanto la amantadina como la rimantadina son generalmente bien tolerados,
especialmente en jévenes y adultos sanos. Sin embargo, estan bien descritos los
efectos adversos a nivel del sistema nervioso central (SNC) con amantadina que
incluyen; ansiedad, insomnio, dificultad para pensar, confusién, mareos vy
alucinaciones. Estos efectos parecen estar relacionados con la concentracion pico del
farmaco (172) y son mas comunes en pacientes de edad avanzada. Efectos adversos

similares a nivel del SNC se han descrito con rimantadina (173)

Tanto la amantadina como rimantadina puede estar asociados con una mayor
tasa de ataques epilépticos en pacientes con esta patologia, por o que se debe utilizar

con precaucion en tales individuos. La amantadina tiene efectos anticolinérgicos que
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pueden causar sequedad de boca y midriasis, y como resultado, esta contraindicado

en pacientes con glaucoma de angulo cerrado sin tratamiento.

Eficacia del tratamiento:

En los dltimos anos, la resistencia a los adamantanos se ha extendido entre las
cepas del virus A (H3N2) lo que ha hecho que sean menos Utiles en la practica clinica.
Ademas, las cepas circulantes del virus A (H1N1)v de 2009 son resistentes a los
adamantanos (174). Por todo esto, la amantadina y la rimantadina no se recomiendan
para el tratamiento antiviral o quimioprofilaxis de las cepas de los virus de la gripe

circulantes en la actualidad.

1.6.3 Resistencia a antivirales:

Resistencias a los inhibidores de la neuroaminidasa:

Resistencia a oseltamivir:

Influenza A:
Se conocen varios mecanismos de resistencia a los inhibidores de la

neuroaminidasa (175, 176):

Mutacion H274Y: Es la mutacion responsable de la resistencia a oseltamivir que surgio
en las cepas del virus de la gripe estacional HIN1 en 2007. Es una sustitucion de una
histidina por una tirosina en el aminoacido 274 (H274Y) de la NA, esta mutacion se
denomina a veces "H275Y" dependiendo de la NA que se utilice como referencia
(177). Esta mutacioén reduce la sensibilidad del virus A HIN1 a oseltamivir mas de 400
veces, pero no causa resistencia a zanamivir in vitro (134, 178). También se ha
detectado esta mutacién en cepas de virus A (H1N1)v pandémico resistentes a

oseltamivir (179).
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Mutacion S247N: es una nueva mutacién en el residuo 247 del gen de la NA (S247N)
que confiere baja o moderada resistencia a oseltamivir y zanamivir. Se ha detectado
en la region de Asia desde diciembre de 2010 en cepas del virus A (HIN1)v pero

también en virus estacionales H1IN1 y en la gripe aviar HSN1 (180).

Otras mutaciones: Estudios in vitro han demostrado que la presién del antiviral puede
promover el desarrollo de resistencia a los inhibidores de la neuraminidasa.
Subcultivos del virus en medios con zanamivir han evidenciado la presencia de
mutaciones consistentes en cambios de acido glutdmico por glicina en el aminoacido
119 de gripe Ay 117 de la B, el efecto resultante es una disminucion de afinidad del

antiviral y reduccion de la estabilidad del enzima (181-183).

Epidemiologia - Antes de 2007, la resistencia a oseltamivir era poco frecuente, solo se
describia en un 5% de los casos en diferentes ensayos clinicos (144, 184). Sin
embargo, a finales de 2007, hubo un aumento de cepas resistentes en Europa (185).
Durante la temporada 2007-2008, la prevalencia media de resistencia a oseltamivir en
las cepas de gripe A H1N1 estacional de Europa fue del 20%, siendo la tasa mas alta
del 67%, en Noruega (186, 187). Ninguno de los pacientes incluidos en los informes
iniciales de resistencia a oseltamivir habia estado en tratamiento con dicho antiviral, lo
gue sugiere que la adquisicién de la resistencia era por transmisidén del virus persona a

persona (185).

Entre octubre de 2008 y enero de 2009, 185 de 190 (97%) virus A H1N1 aislados en
EE.UU eran resistentes a oseltamivir (188) Todos los aislamientos fueron sensibles a
zanamivir, amantadina y la rimantadina. Ademas de en EE.UU, se observaron tasas
altas de resistencia a oseltamivir del virus A H1N1 en muchas otras regiones como
Africa del Sur (100%), Australia (93%) y Filipinas (91%) durante la temporada 2008-

2009 (189).
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Con la aparicibn del virus pandémico (H1N1)v, la cepa pandémica,
predominantemente susceptible a oseltamivir, sustituyd a la cepa estacional H1N1
resistente a oseltamivir, aunque, como hemos dicho anteriormente, a partir de 2010
surgieron algunas cepas de la variante pandémica A (H1N1)v con una mutacién en el

residuo 247 del gen de la neuraminidasa (S247N) (180).

Desde julio de 2011, los CDC han reportado casos de una nueva variante H3N2
(H3N2v) que se ha originado como consecuencia de la reordenacién genética de los
virus de los virus de origen porcino H3N2 y H1N1. Esta nueva variante H3N2v es

sensible a oseltamivir y a zanamivir, pero resistente a los adamantanos (39).

Las mutaciones de resistencia de los virus de la gripe a oseltamivir y/o zanamivir
parecen emerger con mayor frecuencia en pacientes inmunocomprometidos (190). El
riesgo de aparicion de resistencia en esta subpoblacidén de pacientes puede resultar en

la diseminacidn viral prolongada a pesar de la terapia antiviral (191)

En cuanto a la gravedad de la enfermedad, durante la temporada 2007 -2008, la
severidad de las infecciones por cepas de gripe A HIN1 resistentes a oseltamivir fue
similar a las producidas por cepas sensibles (192). Sin embargo, los datos que
comparan las manifestaciones clinicas de las infecciones con cepas resistentes y

sensibles de virus son limitados.

Influenza B:

La mayoria de los casos de resistencia a oseltamivir se han producido en virus de la
gripe tipo A, la resistencia a oseltamivir raramente se ha observado entre los virus de
tipo B. Las mutaciones de la NA que pueden causar resistencia a oseltamivir en los

virus gripales de tipo B son: D198N, G402S, y otras.
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1.6.4 Terapia antiviral:

Indicaciones del tratamiento:

Como se ha mencionado anteriormente, tanto el inicio temprano del tratamiento
antiviral (primeras 48 horas desde el inicio de la enfermedad) como el tratamiento
administrado en los primeros 5 dias después de la aparicion de los sintomas, se
asocia con una reduccion de la morbilidad y la mortalidad, observandose un mayor
beneficio cuanto mas temprano sea el inicio del tratamiento (77, 96, 193). Ademas, el
tratamiento antiviral precoz puede reducir el riesgo de complicaciones (por ejemplo,

neumonia, insuficiencia respiratoria e incluso muerte).

El tratamiento antiviral se recomienda tan pronto como sea posible en cualquier
paciente con confirmacién o sospecha de gripe que este hospitalizado, tenga una
enfermedad grave, complicada o progresiva, o este en mayor riesgo de sufrir
complicaciones (Tabla 2). Entre los pacientes ambulatorios, el tratamiento antiviral con
un inhibidor de la neuraminidasa se recomienda en todos aquellos pacientes con gripe
probable o confirmada que estén en mayor riesgo de sufrir complicaciones debido a su

edad o condiciones médicas subyacentes (Tabla 2,).

Los pacientes con infecciones leves, sin complicaciones que no tienen factores
de riesgo de enfermedad grave o complicada no son susceptibles de beneficiarse de la

terapia antiviral.
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Tabla 2: Recomendaciones del tratamiento antiviral

« El tratamiento antiviral se recomienda tan pronto como sea posible en pacientes con
confirmacion o sospecha de gripe que:

- Se encuentre hospitalizado

- Tenga una enfermedad grave,
complicada o progresiva

- Este en mayor riesgo de sufrir complicaciones.

* Las personas con mayor riesgo de complicaciones son:
- nifios <2 afios*
- adultos = 65 afos
- Pacientes con enfermedades pulmonares crénicas (incluyendo asma), cardiovasculares (excepto
hipertensién solo), renal, hepatica, hematologica, enfermedades metabdlicas (incluyendo diabetes
mellitus), o neurolégicas.
- Inmunodeprimidos
- Las mujeres que estan embarazadas o en el postparto (dentro de 2 semanas después del parto).

- obesidad moérbida (es decir, indice de masa corporal = 40)

- residentes de hogares de ancianos y otros centros de cuidados croénico.

- Cuando esté indicado, el tratamiento antiviral debe iniciarse tan pronto como sea posible
después del inicio de la enfermedad.

« El mayor beneficio ocurre dentro de las primeras 48 horas desde la aparicion de la enfer-
medad. Sin embargo, el tratamiento antiviral todavia puede ser beneficioso en pacientes
con enfermedad grave, complicada o progresiva y en pacientes hospitalizados aunque se
administra por >48 horas desde el inicio de la enfermedad.

« El tratamiento antiviral también puede ser considerado en pacientes ambulatorios previa-
mente sanos, sintomaticos, en base al criterio clinico.
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*Aunque todos los nifios <5 afios se consideran en mayor riesgo de complicaciones, el mayor
riesgo es para los de <2 afios, con mayores tasas de hospitalizacion y mortalidad entre los lactantes de
<6 meses. Debido a que muchos nifios con enfermedad respiratoria febril leve pueden tener otras
infecciones virales, el conocimiento de otros virus respiratorios, asi como las cepas del virus de influenza

que circulan en la comunidad es importante para la toma decisiones.

Eleccion del antiviral:

Es importante evaluar el riesgo de que el paciente esté infectado por una cepa
resistente a oseltamivir antes de elegir la terapia. Los médicos deben revisar los datos
de gripe locales o estatales de vigilancia semanales para determinar qué tipos de
influenza (A o B) y subtipos de influenza A (H1N1 o H3N2) estan circulando (194). Las
indicaciones del tratamiento antiviral para pacientes con infeccion por la nueva
variante H3N2v son las mismas que para los pacientes con infeccién por gripe

estacional.

Como se indica en la tabla 3, en los pacientes con sospecha de gripe en los
gue esta indicado el tratamiento, se recomienda el tratamiento con un inhibidor de la
neuraminidasa (oseltamivir o zanamivir), siempre que no se sospeche resistencia a

este grupo de antivirales (tabla 3) (194).
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Tabla 3: Dosis diaria recomendada de antivirales para el tratamiento y

profilaxis de la gripe en adultos

Antiviral Dosis

Zanamivir

Tratamiento gripe Ay B 10 mg (2 inhalaciones)/12 horas durante 5 dias
Quimioprofilaxis gripe Ay B 10 mg (2 inhalaciones)/24 horas A
Oseltamivir

Tratamiento gripe Ay B 75 mg/12h durante 5 dias ¢

Quimioprofilaxis gripe Ay B 75 mg/24h A0

A Duracién de la profilaxis depende de varios factores. (Ver "La prevencion de la gripe
estacional en adultos").

¢ Esta recomendado reducir la dosis de oseltamivir en pacientes con aclaramiento de
creatinina <30 ml/min.

Dosis:

La dosis usual de oseltamivir para el tratamiento de la gripe es de 75 mg por via oral
dos veces al dia y la de zanamivir es de 10 mg (2 inhalaciones) dos veces al dia
(Tabla 3). Oseltamivir se excreta principalmente por via renal por lo que la dosis debe

ser modificada en caso de insuficiencia renal.

En algunos pacientes gravemente enfermos por gripe aviar H5N1 o gripe pandémica
H1N1, la duplicacion de la dosis de oseltamivir a 150 mg por via oral dos veces al dia

ha sugerido ser de utilidad (195).
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La formulacion intravenosa de zanamivir esta disponible para ser utilizada en estados
de emergencia mediante solicitud expresa a la Administracion de Alimentos y Drogas
(FDA). Esta formulacion fue el tratamiento antiviral recomendado para pacientes
criticos con alto grado de sospecha o confirmacion de infeccién por una cepa de gripe
A H1N1 de 2009 resistente a oseltamivir (194). También es el tratamiento mas
adecuado para pacientes infectados con cepas no pandémicas de gripe A (H1N1)v
resistentes a oseltamivir que requieren tratamiento, pero no puede tolerar zanamivir

inhalado.

Embarazo: La gripe causa enfermedad mas grave y una mayor tasa de mortalidad
entre las mujeres embarazadas (196). Oseltamivir y zanamivir son medicamentos de
categoria C en el embarazo, por lo que no hay ensayos clinicos que evaluen la

seguridad de su uso durante el mismo (197).

Las mujeres embarazadas que cumplen la definicién de caso confirmado, probable o
sospechoso de gripe deben recibir tratamiento antiviral con oseltamivir, ya que el
potencial beneficio supera el riesgo teérico para el feto (198). Oseltamivir se prefiere

frente a zanamivir porque solo el profarmaco se absorbe sistémicamente.

Ademas de la terapia antiviral, el control de la fiebre con terapia antipirética es
importante ya que la hipertermia durante el primer trimestre se ha asociado con
defectos del tubo neural y otros defectos de nacimiento (199, 200). Ademas, la fiebre
durante el parto es un factor de riesgo para las convulsiones neonatales,

encefalopatia, paralisis cerebral, y la muerte neonatal (199).

Los pacientes en tratamiento con antivirales que no respondan al tratamiento podrian

tener una infeccidon con un virus resistente a antivirales.
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Duracion:

La duracion recomendada de la terapia antiviral es de cinco dias (194). Sin
embargo, se puede considerar una mayor duracién de la terapia en pacientes

gravemente enfermos o personas inmunodeprimidas.

1.7. Profilaxis:

La gripe es una enfermedad viral infecciosa que se puede prevenir. La
inmunizacién anual es la medida preventiva mas importante (201), y se recomienda
para todas las personas mayores de seis meses de edad en los EE.UU (202). Los
farmacos antivirales también estan disponibles como medida preventiva
(quimioprofilaxis) y tienen un papel importante adyuvante para pacientes que no han

sido vacunados o que no pueden desarrollar inmunidad de la vacuna.

1.7.1. Quimioprofilaxis

Quimioprofilaxis pre-exposicion:

Debe administrase quimioprofilaxis pre-exposicion durante brotes generalizados
cuando no se dispone de vacuna (como ocurrid durante gran parte de la pandemia
H1N1 de 2009). La quimioprofilaxis pre-exposicion debe administrarse durante el
tiempo en el que la exposicidén podria ocurrir. Sin embargo, no se conocen los efectos
adversos asociados a la administracion de estos farmacos a largo plazo y se sabe que
el uso prolongado de los antivirales puede dar lugar a la seleccion de cepas
resistentes. Por lo tanto, la quimioprofilaxis pre-exposicion debe utilizarse solamente
en pacientes que tienen un riesgo muy alto de sufrir complicaciones relacionadas con
la gripe que no pueden ser protegidos por otros medios y tienen un alto riesgo de

exposicion.
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En diferentes estudios realizados en adultos sanos que recibieron antivirales
como medida profilactica durante el periodo de actividad gripal, oseltamivir y zanamivir
mostraron una eficacia similar en la prevencién de la gripe (155, 203). Los estudios
también han demostrado la eficacia de estos antivirales en la prevencion de la gripe en

pacientes institucionalizados (204-206).

Quimioprofilaxis post-exposicion:

Se debe administrar profilaxis post-exposiciéon a los individuos que hayan
tenido contacto cercano con un caso de gripe confirmado o sospechoso durante el
periodo infeccioso (un dia antes de la aparicién de los sintomas hasta 24 horas

después) y que se encuentran en alto riesgo de sufrir complicaciones (202).

El tratamiento temprano es una alternativa a la quimioprofilaxis en el manejo de
ciertas personas que han tenido exposicién al virus de la gripe (196). Las personas
con factores de riesgo para complicaciones que hayan tenido contacto estrecho con
casos confirmados o sospechosos y personal de salud que sufra una exposicién
ocupacional son candidatos a recibir tratamiento temprano ante la presencia de los

primeros signos y sintomas de la gripe.

La profilaxis post-exposicion debe utilizarse sélo cuando los antivirales pueden
ser iniciados dentro de las 48 horas de la exposicion mas reciente (202). Las personas
que no tienen factores de riesgo y que no son contactos cercanos de personas con

alto riesgo de complicaciones, no requieren profilaxis post-exposicién.

Eleccion del antiviral:

Oseltamivir y zanamivir son los antivirales recomendados para la profilaxis de la
gripe. Es importante evaluar el riesgo de que el paciente este infectado por una cepa

resistente a oseltamivir antes de elegir un medicamento antiviral para la profilaxis de la
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gripe. En condiciones normales, se recomienda oseltamivir (75 mg una vez al dia)
(194). Zanamivir se debe utilizar cuando se sospeche resistencia a oseltamivir (2

inhalaciones una vez al dia).

Duracion:

La duracion habitual de la quimioprofilaxis varia de acuerdo con las siguientes

indicaciones:

e Durante brotes en residencias de ancianos la profilaxis debe continuar durante
al menos dos semanas, o 10 dias después de la aparicion de sintomas en el
ultimo paciente afectado.

e En personas no vacunadas que tienen indicacién de profilaxis post-exposicion
(ver tabla de pacientes con alto riesgo de sufrir complicaciones) debe
administrarse la vacuna (207) y profilaxis antiviral durante 10 dias (194).

e Durante los brotes en la comunidad, la profilaxis pre-exposicién en personas no
vacunadas que tienen una indicacion para profilaxis, se puede administrar
durante todo el periodo de maxima actividad de gripe (generalmente de seis a

ocho semanas) (155, 207, 208).

1.7.2. Vacunacion

Vacunacion de la gripe estacional:

Actividad gripal: Los CDC, en colaboracion con la OMS tienen una red de informacién

sobre los virus de la gripe aislados en todo el mundo para controlar la actividad de la
enfermedad y predecir los componentes adecuados para la vacuna anual de la gripe.
Esta informacién, que se actualiza cada semana durante la temporada de gripe, esta

disponible a través del sitio web de los CDC (www.cdc.gov/flu/semanal).
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Disefo de la vacuna: como ya se ha mencionado en secciones anteriores, el virus de

la gripe se caracteriza por su elevada capacidad de mutacion (209). Como
consecuencia de ello, las vacunas se disefian nuevamente cada afo para que incluyan
los virus mutados circulantes en ese momento (201). La decisiéon de qué antigenos se
deben incluir en la vacuna se realiza antes de cada temporada y se basa en la
vigilancia mundial de los virus asi como en la apariciéon y propagacién de nuevas

cepas.

La estrategia de vacunacién actual es vulnerable a la aparicién de cepas epidémicas o
una pandemia que no estan representados en la vacuna actual. En este momento, las
investigaciones en curso se centran en el desarrollo de una vacuna universal que
induciria la produccién de anticuerpos protectores dirigidos contra las proteinas virales

conservadas.

La OMS recomienda que la vacuna para su uso durante la temporada de gripe 2012

en el hemisferio sur (mayo a octubre) contenga los siguientes componentes (210).

e A/California/7/2009 (H1N1)-like virus (frente a la gripe pandémica H1N1 de
2009)
e A/Perth/16/2009 (H3N2)-like virus

e B/Brisbane/60/2008-like

La OMS recomienda que las vacunas contra la gripe para su uso durante la
temporada de influenza 2012-2013 en el hemisferio norte (noviembre a abiril)

contengan los siguientes componentes (211):

e A/California/7/2009 (H1N1)-like virus (frente a la gripe pandémica H1N1 de
2009)

e A/Victoria/361/2011 (H3N2)-like virus
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e B/Wisconsin/1/2010-like

Aunque el virus de la gripe A HIN1 es el mismo, el virus H3N2 y el virus de B
son diferentes de los que se seleccionaron para el hemisferio norte de la vacuna de la

temporada 2011-2012.

La vacuna contra la gripe estacional no se espera que proporcione proteccién
frente a la variable H3N2 que empez6 a propagarse en Julio de 2011 y de la que

hemos hablado en secciones anteriores.

En febrero de 2012, la FDA aprobd una formulacion tetravalente de la vacuna
antigripal viva atenuada, que contiene dos cepas de virus A y dos cepas de virus B

(212). Se espera que esté disponible para la temporada de gripe 2013-2014.
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1. La pandemia de gripe causada por el virus A (H1IN1)v cred la necesidad de
incorporar métodos de deteccion viral rapidos y sensibles. En el contexto de
la pandemia, el CDC desarrollo una RT-PCR que fue aceptada como método
de referencia. Sin embargo, esta técnica no estaba disponible ni era
abordable por muchos laboratorios de microbiologia que venian realizando
hasta el momento técnicas convencionales como el cultivo viral y la deteccion
de antigenos. Al tratarse de un nuevo virus, no existian en la literatura
estudios que compararan la RT-PCR con el cultivo convencional y el cultivo
rapido en SV. Del mismo modo, no existian datos sobre la linea celular mas
adecuada para el aislamiento de este nuevo virus.

2. La persistencia de la excrecion viral y la dindmica de la carga viral del virus de
la gripe han sido poco estudiados en pacientes hospitalizados con gripe
estacional o pandémica. La mayoria de los estudios estdn encaminados a
evaluar el impacto de la terapia antiviral pero hay pocos datos sobre el
significado de la excrecion viral prolongada y la carga viral como marcadores
de mal prondstico.

3. La gripe es una causa comun de ingreso en unidades de cuidados intensivos
(UCls). Sin embargo, la frecuencia de este hecho puede estar subestimada,
particularmente en pacientes con manifestaciones clinicas que pueden ser
atribuidas a otro agente infeccioso 0 a causas no infecciosas. Ademas, la
sospecha de infeccién por virus de la gripe puede ser particularmente dificil
en pacientes ya ingresados en UCI que presentan una funcién respiratoria
deteriorada. Actualmente, la informacién sobre gripe adquirida durante el
ingreso en UCI es escasa e incompleta.

4. La muestra de eleccion para el diagnostico de la gripe en pacientes no
intubados es el aspirado o exudado nasofaringeo. En pacientes ingresados

en UCI estan ademas disponibles muestras del tracto respiratorio inferior que
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podrian ser de utilidad para el diagnéstico de la gripe. Sin embargo, el
rendimiento de este tipo de muestras para la deteccién de virus de la gripe no

ha sido evaluado de forma adecuada hasta el momento.
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Objetivo-Estudio 1:

Comparar la RT-PCR disefiada por el CDC, el cultivo en SV y el cultivo

convencional para la deteccion del virus de la gripe A (HIN1)v.

Evaluar el rendimiento de dos lineas celulares; Marby-Darby canine kidney
(MDCK) y una linea continua de carcinoma de pulmon (A549) para el cultivo del virus

pandémico tanto en cultivo convencional como en SV.

Objetivo-Estudio 2:

Estudiar la dindmica de la carga viral y la frecuencia de excrecion viral
prolongada en pacientes hospitalizados con gripe pandémica y evaluar su papel como

marcadores de mal prondstico en esta poblacion.

Objetivo-Estudio 3:

Evaluar la utilidad clinica de buscar sistematicamente gripe en aspirados
traqueales de pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos durante la

temporada post-pandémica 2010-2011.

Objetivo-Estudio 4:

Comparar el rendimiento del exudado nasofaringeo con el del aspirado traqueal
para la deteccion de gripe mediante RT-PCR en pacientes ingresados en unidades de

cuidados intensivos.
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Cada objetivo esta disehnado como un estudio independiente y por lo
tanto cada uno de ellos presenta una estructura propia con 3 apartados

bien diferenciados: material y métodos, resultados y discusion.
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Marco de realizacion de los estudios

Los cuatro estudios que constituyen esta tesis han sido realizados en el Hospital
General Universitario Gregorio Maranon (HGUGM), un hospital terciario con 1.500
camas, que atiende a una poblacién rural y urbana de 715.000 habitantes en la

provincia de Madrid

Figura 6: Mapa del Hospital General Universitario Gregorio Marafién
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El servicio de Microbiologia, esta dotado de una seccidon de virologia que esta
ubicada en un edificio anexo junto con la secciones de serologia y diagndstico
molecular. Es una seccién dirigida a la deteccién de virus en diferentes muestras

clinicas que cuenta con el siguiente arsenal diagnéstico:

e (Cultivo celular convencional.

e Cultivo celular répido o Shell-vial.
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e Tests rapidos de inmunocromatografia para deteccidén de antigenos
de virus respiratorios en muestra clinica directa (VRS e influenza
A/B)

e Inmunofluorescencia directa para la deteccion virus herpes simple y
virus varicela zoster.

e Antigenemia pp65 para la deteccién citomegalovirus en sangre
periférica.

e PCR cuantitativa a tiempo real para la deteccién citomegalovirus y

Ebstein-Bar en plasma.

El esquema diagndéstico utilizado hasta junio de 2009 a partir de una muestra

del tracto respiratorio esta representado en la tabla 4.

Tabla 4: Esquema diagnéstico para la deteccidn de virus respiratorios a partir

de una muestra clinica

IEY] Dia +1 Dia +2

Test rapido en muestra directa | . | gctura del SV de screening.
segun peticién.

Naranja: VRS (informar) o
SV de screening de en A549. - Lecturadel 2° SV
Verde: parainfluenza,

DOS tubos para CultiVO inﬂuenza (o] adenOViI‘us*

convencional (A549 y MRCS). *Hacer un 2° SV para la deteccion de

estos virus (segun época del afno)
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En Espafa, como ya se ha comentado anteriormente, la circulacién autdctona

del virus pandémico (H1N1)v se detect6 en la semana 21/2009 (del 24 al 30 de mayo).

En los primeros dias, en que no existia un método de diagndstico molecular
especifico de la gripe A (H1N1)v, en nuestro hospital se procesaban las muestras
como se ha descrito anteriormente de manera que solo se podia detectar el virus de la

gripe a nivel de tipo.

El 2 de Junio de 2009 se puso en marcha la RT-PCR recomendada por el CDC.
Las peticiones se registraron en una base de datos donde se recogian las siguientes
variables: numero de registro, fecha de peticién, servicio peticionario, tipo de muestra,
técnica diagndstica utilizada y virus detectado en el caso de positividad de cualquiera

de las técnicas.

Durante el brote pandémico (junio-diciembre de 2009), en la seccion de
virologia se analizaron 2.329 muestras respiratorias. De estas 2.329 muestras, se

realizé6 RT-PCR para la deteccién de gripe A (H1N1)v en 1.524 muestras.

La principal muestra clinica enviada para la deteccion de gripe A (H1N1)v fue el
exudado-nasofaringeo, seguido del aspirado traqueal y del lavado nasofaringeo. La
distribucion por tipo de muestra respiratoria esta representada en la figura 1. La
muestra mas solicitada corresponde con la muestra de eleccién recomendada por el
CDC para la realizaciéon de la RT-PCR y que el servicio de microbiologia recomendé a
los diferentes servicios médicos del hospital mediante circulares informativas en las
que se ilustraba en modo de hacer la toma de la muestra, la conservacion y el

transporte de la misma al laboratorio de microbiologia.

De las 2.329 muestras analizadas, en 754 se detectaron virus respiratorios y
1.575 fueron negativas. Los virus respiratorios detectados estan representados en la

figura 2. Se detectaron 33 virus Influenza A (no tipados), 420 virus Influenza A
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(H1N1)v, 267 virus respiratorios sincitiales, 27 virus parainfluenza y en 7 muestras se
detectaron 2 virus respiratorios; 4 infecciones mixtas de (H1N1)v y parainfluenza, 1
influenza A y parainfluenza, 1 influenza A y virus respiratorio sincitial, y un

parainfluenza y virus respiratorio sincitial.

Figura 1: Distribucién por tipo de muestra solicitada.
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Figura 2: Distribucién de los virus respiratorios detectados en muestras respiratorias.
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La distribucion de los diferentes virus respiratorios a lo largo del tiempo,
expresado como semanas epidemioldgicas, esta representada en la grafica 1. En esta
grafica puede observarse que el pico de maxima deteccion del virus pandémico A
(H1N1)v tuvo lugar durante la semana 43, empezando a disminuir su deteccion en la
semana 45. Ademas, se observé un desplazamiento en el tiempo de la deteccidén del

VRS respecto a temporadas anteriores.
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Grafica 1: La distribucidn de los diferentes virus respiratorios detectados lo largo del

tiempo.
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NOTA: VRS (virus respiratorio sincitial), INFLU A (virus influenza A no tipado), PARA

(virus parainfluenza)

Ademas del trabajo realizado en el servicio de microbiologia como respuesta
a las necesidades diagnésticas que se plantearon durante la pandemia, en la
institucién se cre6 un Grupo multidisciplinar de Apoyo al Manejo de la Gripe
(GRAMGRI). Este grupo estaba constituido por representantes de todos servicios
médicos y quirurgicos del hospital asi como de los servicios de medicina preventiva,

farmacia, y salud laboral.

Los objetivos de este grupo de apoyo eran:

e Unificar criterios relativos al diagnostico para la confirmacion de casos
e Apoyar el manejo de pacientes hospitalizados

e Mejorar y agilizar el diagnostico microbiolégico
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e Establecer las medidas de prevencion a tomar con pacientes con gripe

e Difundir informacién relativa a la pandemia y dar recomendaciones a los

trabajadores

e Mantener registros de la pandemia

En el marco de trabajo que se ha descrito, y respondiendo tanto a las
necesidades clinicas que planteaba la pandemia como a las preguntas cientificas que

fueron surgiendo, se realizaron los cuatro estudios que constituyen esta tesis.

Los dos primeros estudios (estudios 1 y 2) se realizaron con el objetivo
general de optimizar el diagnéstico microbiolégico de la gripe en pacientes
hospitalizados durante la pandemia. Los otros dos estudios (estudios 3 y 4), aunque se
plantearon en base a observaciones realizadas durante la pandemia de 2009, se
realizaron durante la temporada de gripe post-pandemia (2010-2011) para responder a

algunas cuestiones cientificas que quedaban sin resolver.
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4. ESTUDIO 1:

COMPARACION DE LA RT-PCR CON EL
SV Y EL CULTIVO CONVENCIONAL EN
LA DETECCION DEL VIRUS DE LA GRIPE

A (H1N1)v
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4.1 Material y métodos:

Entre los meses de Octubre y Diciembre de 2009 realizamos un estudio
prospectivo comparativo de 5 técnicas diagnosticas (RT-PCR, SV-A549, SV-MDCK,
tubo-A549, tubo-MDCK) para la deteccion del virus de la gripe A (HIN1)v a partir de
exudados nasofaringeos de pacientes adultos con sospecha clinica de gripe, utilizando

como estandar de oro la deteccidn del virus por una o mas de las 5 técnicas.

Preparacion de las muestras: los exudados nasofaringeos para la deteccion de gripe
se recogieron como se muestra en la Figura 1. Después de su recogida, los exudados
nasofaringeos se inocularon en un vial con medio de transporte para virus (Copan
Innovacion, Brescia, Italia.) y fueron trasportados inmediatamente al laboratorio. Las
muestras que se podian a analizar dentro de las primeras 48 horas se conservaron a
4°C, las muestras cuyo andlisis se iba a posponer mas de ese tiempo se conservaron

a -70°C. A todas las muestras se les realiz6 RT-PCR, SV y cultivo convencional.

Figura 1: toma de muestra del exudado nasofaringeo para la deteccion de gripe

Cultivo shell-vial: con el objetivo de comparar las dos lineas celulares cada muestra
se inocul6 en dos SV, uno que contenia la linea MDCK y otro con A549. El
procedimiento del cultivo en SV estd representado en la Figura 2. El medio de
mantenimiento de los SV se decanté y se inocularon 0,2 ml de la muestra en cada vial.

Los viales se centrifugaron a 3500 rpm durante 45 minutos y se incubaron durante 2

- 109 -



4. ESTUDIO 1: COMPARACION DE LA RT-PCR CON EL SV Y EL CULTIVO CONVENCIONAL

horas a 35°C. Después de la incubacion se decantd el contenido de los viales y se
anadié medio de mantenimiento con 1ug/ml de tripsina. Pasadas 48 horas, los viales
se lavaron con PBS y se fijaron con acetona durante 10 minutos. Finalmente se realiz6
una IFD tifiendo las muestras con anticuerpos monoclonales especificos conjugados

con fluoresceina (SimulFluor® FIuA/FluB, LIGHT DIAGNOSTIC).

Figura 2: esquema del procedimiento del cultivo viral en SV

PBS
Acetona (10 min)

Cultivo viral convencional: inoculamos una alicuota de 0,5 ml en cada tubo de
cultivo celular, uno con la linea MDCK y otro con la linea A549. Los tubos se incubaron
durante 21 dias a 35°C y se examinaron cada dos dias para observan el posible ECP.

Se realizdé una IFD con anticuerpos especificos frente a la nucleoproteina del virus
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influenza A a los tubos en los que se habia observado ECP o al finalizar el periodo de

incubacion.

RT-PCR:

El ARN viral fue extraido a partir de 200 pl de la muestra, eluido en 60 pl de
tampon, en un dispositivo NucliSENS easyMAG (bioMérieux, Boxtel, Paises Bajos)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El eluido se conservd 4 ¢ C si se iba a
analizar inmediatamente o0 a -70 © C si se iba a analizar pasadas 48 horas. En cada
proceso de extraccidén se incorporé una muestra de agua como control negativo. La
deteccion del virus A (HIN1)v se realiz6 mediante RT-PCR a tiempo real con el
protocolo de la OMS/CDC en un termociclador Stratagene MX3000 (Stratagene, La
Jolla, California, EE.UU.). En total, se llevaron a cabo, cuatro reacciones de
amplificacién, tres para detectar el virus influenza tipo A, virus influenza porcino e
influenza A (H1N1)v (dirigido a los genes de las proteinas de la matriz, la
nucleoproteina, y la hemaglutinina, respectivamente), y una cuarta reacciéon de
amplificacién del gen humano “P ribonucleasa” (control interno que se utilizé6 como un
detector de inhibiciones de la amplificacion de la muestra). En todas las

amplificaciones se anadio6 el control negativo extraido.

Analisis estadistico: Los valores de validez fueron calculados con un intervalo de
confianza del 95% siguiendo una distribucién binomial. Los valores de sensibilidad y
especificidad fueron comparados usando el test 2-tailed McNemar. El nivel de
significacion fue corregido con el test de Bonferroni. Se consideré estadisticamente
significativo un valor de P <0.01. Los datos fueron analizados con la version 15.0 del

programa SPSS (SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA).
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4.2 Resultados:

Durante el periodo de estudio evaluamos un total de 174 muestras
pertenecientes a 125 pacientes. Cuatro muestras (2,3%) fueron excluidas debido a

toxicidad. Por lo tanto, incluimos en el analisis final 170 muestras.

Detectamos el virus A (H1N1)v por cultivo convencional en 68/170 muestras
(40%): 55 en ambas lineas celulares, 9 solo en la linea A549 y 4 solo en MDCK. En
63/170 muestras (37%) detectamos el virus mediante SV (56 en ambas lineas
celulares y 7 solo en A549). No se recuperd ningun virus de la gripe tipo B por cultivo

viral.

La RT-PCR para la deteccion de gripe A (H1N1)v fue positiva en 83/179
muestras (48,8%). En la tabla 1 se muestran los resultados discrepantes entre cultivo

convencional, SV, y RT-PCR.

Tres muestras resultaron ser RT-PCR negativas pero cultivo convencional
positivo. Se realiz6 RT-PCR a estos tres tubos de cultivo para comprobar que el virus
crecido era influenza A (H1N1)v. En los tres casos, la RT-PCR a partir del tubo de

cultivo fue positiva.

En la tabla 2 se muestran los valores de validez de cada una de las cinco
técnicas evaluadas utilizando como “estandar de oro” el cultivo convencional. Ademas
recalculamos los valores de validez que se obtendrian utilizando un “estandar de oro
extendido” en el que un resultado se considera positivo cuando es positiva cualquiera

de las 5 técnicas evaluadas. Estos resultados se muestran en la tabla 3.

El tiempo promedio para detectar el virus pandémico A (H1N1)v por RT-PCR,

SV y cultivo convencional fue: 4 horas, 48 horas y 7 dias respectivamente.
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Tabla 1: Resultados discrepantes entre cultivo convencional, SV y RT-PCR.

No. de muestras con resultado

Resultados
positivo para gripe A (HIN1)v
Tubo +, SV +, RT-PCR- 0
Tubo+, SV-, RT-PCR- 3
Tubo+, SV-, RT-PCR+ 3
Tubo-, SV+, RT-PCR+ 1
Tubo-, SV-, RT-PCR+ 17
Tubo-, SV+, RT-PCR- 0
Total 24

Tabla 2. Sensibilidad, especificidad, y valores predictivos positivo y negativo de RT-
PCR, SV-A549, SV-MDCK, tubo-A549, y tubo-MDCK para la deteccion de gripe A
(H1N1)v usando el cultivo convencional como estandar de oro.

Sensibilidad, % Especificidad,

Valor predictivo Valor predictivo

(95%IC)? % (95%IC)° positivo, % (95%IC)°  negativo, % (95%IC)*
95,6 82,3 78,3 96,5
RT-PCR
(87,6-99,1) (73,5-89,2) (67,9-86,6) (90,2-99,3)
91,2 99,01 98,4 94,4
SV-A549
(81,7-96,7) (94,6-99,9) (91,5-99,9) (88,2-97,9)
82,3 100 100 89,4
SV-MDCK
(71,2-90,5) (96,4-100) (93,6-100) (82,3-94,4)
94,1 100 100 96,2
Tubo-A549
(85,6-98,4) (96,4-100) (94,4-100) (90,6-98,9)
86,7 100 100 91.9
Tubo-MDCK
(76,3-93,7) (96,4-100) (93,9-100) (85,1-96,2)
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? Los valores de P para la comparacién de sensibilidades entre técnicas fueron los siguientes: 0,250 (RT-
PCR vs SV-A549), 0,004 (RT-PCR vs SV-MDCK), 1 (RT-PCR vs tubo-A549), 0,146 (RT-PCR vs tubo-
MDCK), 0,031 (SV-A549 vs SV-MDCK), 0,754 (SV-A549 vs tubo-A549), 0.607 (SV-A549 vs tubo-MDCK),
0,077 (SV-MDCK vs tubo-A549), 0,664 (SV-MDCK vs tubo-MDCK), y 0,267 (tubo-A549 vs tubo MDCK).

® Los valores de P para la comparacién de especificidades entre técnicas fueron los siguientes: 1 (RT-
PCR vs SV-A549), 1 (RT-PCR vs SV-MDCK), 1 (RT-PCR vs tubo-A549), 1 (RT-PCR vs tubo-MDCK), 1
(SV-A549 vs SV-MDCK), 1 (SV-A549 vs tubo-A549), 1 (SV-A549 vs tubo-MDCK), 1 (SV-MDCK vs tubo-
A549), 1 (SV-MDCK vs tubo-MDCK), y 1 (tubo-A549 vs tubo MDCK).

° Los valores de P para la comparacion de los VPP entre técnicas fueron los siguientes: 0,001 (RT-PCR
versus SV-A549), 0,001 (RT-PCR versus SV-MDCK), 0,001 (RT-PCR versus tubo-A549), 0,001 (RT-PCR
versus tubo-MDCK), 1 (SV-A549 versus SV-MDCK), 0,496 (SV-A549 versus tubo-A549), 1 (SV-A549
versus tubo-MDCK), 1 (SV-MDCK versus tubo-A549), 1 (SV-MDCK versus tubo-MDCK), y 1 (tubo-A549
versus tubo MDCK).

d Los valores de P para la comparacion de los VPN entre técnicas fueron los siguientes: 0,734 (RT-PCR
versus SV-A549), 0,064 (RT-PCR versus SV-MDCK), 1 (RT-PCR versus tubo-A549), 0,234 (RT-PCR
versus tubo-MDCK), 0,223 (SV-A549 versus SV-MDCK), 0,748 (SV-A549 versus tubo- A549), 0,595 (SV-
A549 versus tubo-MDCK), 0,069 (SV-MDCK versus tubo-A549), 0,648 (SV-MDCK versus tubo-MDCK), y

0,254 (tube-A549 versus tubo MDCK).
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Tabla 3. Sensibilidades, especificidades, y valores predictivos positivo y negativo para
RT-PCR, SV-A549, SV-MDCK, tubo-A549, y tubo-MDCK para la deteccion de gripe A

(H1N1)v usando un estandar de oro extendido.

Valor predictivo negativo, %

Sensibilidad, % (95%IC)a

(95%IC)b
96,5 96,6
RT-PCR
(90,1-99,3) (90,3-99,3)
73,3 78,5
SV-A549
(62,6-82,2) (69,5-85,9)
65,1 73,7
SV-MDCK
(54,1-75,1) (64,6-81,5)
74.4 79,2
Tubo-A549
(63,9-83,2) (70,3-86,5)
68,6 75,7
Tubo-MDCK
(57,7-78,2) (66,6-83,3)

NOTA: Especificidad y valores predictivos positivos fueron del 100%. Por lo tanto, las

diferencias entre estos valores no fueron estadisticamente significativas.

a Los valores de P para la comparacion de sensibilidades entre técnicas fueron los siguientes:
<0,001 (RT-PCR vs SV-A549), <0,001 (RT-PCR vs SV-MDCK), <0,001 (RT-PCR vs tube-
A549), <0,001 (RT-PCR vs tubo-MDCK), 0,016 (SV-A549 vs SV-MDCK), 1 (SV-A549 vs tubo-
A549), 0,454 (SV-A549 vs tubo-MDCK), 0,077 (SV-MDCK vs tubo-A549), 0,664 (SV-MDCK vs
tubo-MDCK), y 0,267 (tubo-A549 vs tubo MDCK).

b Los valores de P para la comparacion de los VPN entre técnicas fueron los siguientes: <0,001
(RT-PCR vs SV-A549), <0,001 (RT-PCR vs SV-MDCK), <0,001 (RT-PCR vs tubo-A549),
<0,001 (RT-PCR vs tubo-MDCK), 0,434 (SV-A549 vs SV-MDCK), 1 (SV-A549 vs tubo-A549),
0,633 (SV-A549 vs tubo-MDCK), 0,346 (SV-MDCK vs tubo-A549), 0,761 (SV-MDCK vs tubo-
MDCK), y 0,626 (tubo-A549 vs tubo MDCK).
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4.3 Discusion:

El presente estudio demuestra que la RT-PCR es superior a las técnicas de
cultivo viral para la deteccién del virus de la gripe A (H1N1)v. Ademas, observamos
que el cultivo en SV es tan sensible como el cultivo viral convencional, y la linea
celular A549, ampliamente utilizada para la deteccion de otros virus respiratorios, no
es inferior a la linea MDCK, clasicamente utilizada como linea especifica para la

deteccion de virus de la gripe.

Ya es sabido, que las técnicas de RT-PCR son superiores y mas rapidas que el
cultivo viral en la deteccion de virus de la gripe estacional (129, 213-215). Estudios
previos, que utilizan RT-PCR como método de referencia, demuestran que con el
cultivo viral pueden perderse entre un 3% y un 46% de las muestras positivas para
gripe estacional (129, 213, 214, 216-219). En nuestro estudio, utilizando como método
de referencia el cultivo convencional, la RT-PCR desarrollada por el CDC detecté el

virus pandémico en el 95,6% de las muestras positivas.

La utilizacion del cultivo viral como estdndar de oro es cuestionable. Sin
embargo, al tratarse de una nueva variante del virus de la gripe A y al ser la RT-PCR
una técnica de nueva incorporacion en nuestro laboratorio para adaptarnos a las
necesidades de la pandemia, decidimos utilizar el método de referencia clasico como

estandar de oro.

Entre los resultados discrepantes, en 17 muestras el virus fue detectado
Unicamente por RT-PCR, sin la confirmacion por cultivo viral. Observamos que de
estas muestras discrepantes, 8 eran de pacientes que ya estaban en tratamiento con
antiviral, 5 habian sido cultivados tres dias después de la recepcidén de la muestra en
el laboratorio. Creemos que el cultivo viral podria haber sido positivo si las muestras se

hubieran cultivado de inmediato en vez de ir a través de un ciclo de congelacion-
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descongelacién. Otra muestra se envid al laboratorio cinco dias después de la
apariciéon de los sintomas. El deterioro de la calidad de la muestra, como resultado de
estos retrasos podria ser responsable de la incapacidad del virus para crecer en
cultivo celular (220). La contaminacién cruzada parece una explicacién poco probable
de los casos que fueron positivos Unicamente por RT-PCR, ya que los controles de

agua de estas muestras fueron negativos.

En tres muestras se detectd el virus por cultivo convencional, pero la RT-PCR
resulto negativa. Estas discrepancias pudieron ser debidas a inhibiciones de la PCR o
la baja carga viral de las muestras. Se sabe que alrededor del 2% de las muestras del
tracto respiratorio pueden presentar inhibiciones de la PCR (221), Sin embargo, el
protocolo desarrollado por el CDC incluye un control interno para identificar mejor la
posible inhibicion o pérdida de la muestra. En estos tres casos discrepantes no se
observo inhibicion de la RT-PCR. Ademés, la RT-PCR realizada directamente en los
tubos de cultivo fue positiva en las tres muestras, por lo tanto, llegamos a la conclusiéon
de que las discrepancias tampoco fueron debidas a que la gripe detectada en el tubo

fuera gripe estacional.

Una limitacién del presente estudio es que no resolvimos los resultados
discrepantes por ninguna técnica alternativa. Ademas, la técnica de RT-PCR evaluada
parecia ser, a priori, superior al actual estandar de oro (cultivo convencional). Segun la
literatura, ante esta situacion, cualquier técnica utilizada para resolver los resultados
discrepantes so6lo podria mejorar o dejar sin cambios la sensibilidad y especificidad
aparente de la RT-PCR (222). Por lo tanto, coincidiendo con el enfoque de otros
autores (214), decidimos utilizar un estandar de oro "extendido" para recalcular los
valores de validez de las técnicas evaluadas. La introduccion del nuevo estandar de

oro aumentd la especificidad de la RT-PCR, y mejoro ligeramente su sensibilidad.
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En cuanto a la eleccion de la linea celular para el cultivo del virus de la gripe,
esta ésta determinada por la capacidad del virus para infectar una linea y la facilidad
con la que esa linea celular puede ser mantenida. En un estudio comparativo de las
lineas Vero, MDCK, y MRC-5 utilizadas en SV, Reina et al. (223) demostraron que los
virus influenza A infectaban mas eficientemente los SV de la linea MDCK. Estudios
mas recientes demuestran que las células de pulmén de viséon (MviLu) son mas
sensibles que MDCK para la deteccién en SV del virus influenza A (112) y que la linea
continua de carcinoma de pulmén humano (A549) es moderadamente sensible para la
deteccion del virus de influenza A, aunque la combinacién de A549 y MviLu (R-Mix)
en un solo vial fue sinérgica para la deteccion del virus pandémico A (H1IN1)v (112).
Nuestros datos aclaran que las técnicas de cultivo se pueden realizar con la linea
celular A549, que es el mas comunmente utilizada en los laboratorios de

microbiologia.

-118 -



5. ESTUDIO 2: EXCRECION VIRAL PROLONGADA EN PACIENTES CON GRIPE A (HIN1)

5. ESTUDIO 2:

EXCRECION VIRAL PROLONGADA EN
PACIENTES CON GRIPE A (H1N1)V: SIGNIFICADO
CLINICO Y ANALISIS DE LA CARGA VIRAL EN

PACIENTES HOSPITALIZADOS.
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5.1. Material y Métodos

Diseno:

Realizamos un estudio prospectivo desde el 20 de septiembre hasta el 31
diciembre de 2009, en el cual incluimos todos los pacientes adultos con un
diagnostico confirmado de gripe A (H1N1) v que permanecieron ingresados en nuestra

institucién durante al menos 48 horas.

Aspectos éticos y legales:

El estudio fue aprobado y aceptado por el comité ético del Hospital General

Universitario Gregorio Marafnon.

El trabajo de investigacion se realizé siguiendo las recomendaciones éticas
internacionales aceptadas en materia de investigacion clinica y respetando todos los

aspectos establecidos en la legislacidn vigente que se citan a continuacion:

- Convenio para la proteccion de los Derechos Humanos y la dignidad del ser humano
con respecto a las aplicaciones de la Biologia y la Medicina. Convenio relativo a los
Derechos Humanos y la Biomedicina. (Aprobado por el Consejo de Ministros el 19 de
noviembre de 1996, firmado el dia 4 de abril de 1997, publicado en el BOE de 20-X-99

y corregido segun BOE de 11-X1-99).

- Ley organica 15/99 de 13 de diciembre de proteccion de Datos de Caracter Personal.

- Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y

de derechos y obligaciones en materia de informacion y documentacién clinica.
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Poblacion de estudio:

Durante el periodo de estudio, los pacientes con sospecha de gripe fueron
diagnosticados y tratados segun un protocolo estandar de actuacion. De este modo, a
todos los pacientes con sospecha de gripe se les tomd un exudado nasofaringeo para
confirmar el diagnéstico de gripe mediante RT-PCR. Se ingresaron aquellos pacientes
que desarrollaron complicaciones o aquellos con enfermedades graves subyacentes.
Los pacientes con gripe A (H1N1)v confirmada, ingresados al menos durante 48 horas,
fueron incluidos en el estudio. En todos los casos se aplicaron las medidas de
aislamiento necesarias. Los pacientes fueron tratados a criterio del médico

responsable.

A los pacientes incluidos en el estudio se les recogié un exudado nasofaringeo
cada dos dias durante la primera semana después del diagndéstico de gripe, y a

continuacion una vez a la semana o hasta que la deteccion viral fue negativa.

Los datos demograficos y clinicos de los pacientes incluidos en el estudio
fueron recogidos en un protocolo pre-establecido que incluia las siguientes variables:
edad, sexo, enfermedad de base, estado de vacunaciéon frente a la gripe, datos
clinicos, analiticos y radiolégicos en el momento del diagnéstico, tratamiento,

complicaciones relacionadas con la gripe y evolucion.

Definiciones:

Excrecion viral prolongada (EVP): deteccién de gripe A (H1N1)v mediante RT-PCR en

tiempo real en el dia +7 después del diagnostico.

En base a la enfermedad subyacente y la gravedad del cuadro, se clasificaron los
pacientes en cuatro grupos de riesgo: 1) pacientes con insuficiencia respiratoria aguda
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o shock séptico que requirieron ingreso en UCI, 2) pacientes inmunodeprimidos
(neoplasias hematoldgicas [con o sin trasplante de médula 6sea], infeccién por VIH,
enfermedades inflamatorias con tratamiento inmunosupresor o biol6gico, y receptores
de trasplante de érganos soélidos), 3) pacientes con enfermedades crénicas
concomitantes, tales como edad avanzada (> 65 afnos), un indice de masa corporal =
30, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), incluyendo asma,
enfermedades cardiovasculares excluida la hipertension aislada, cancer activo,
insuficiencia renal crénica, enfermedad hepatica cronica, diabetes mellitus, y

hemoglobinopatias, 4) mujeres embarazadas.

Sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y shock séptico se definieron

mediante los criterios estandar (224, 225).

Procesamiento de las muestras:

Los hisopos nasofaringeos fueron preservados en 1 ml de medio de transporte
viral y se almacenaron a 4°C durante no mas de 48 horas hasta su procesamiento. El
ARN viral se extrajo a partir de 200ul de la muestra eluida en 60ul de tampén de
eluciéon en un dispositivo Nuclisens easyMAG (bioMérieux, Boxtel, Paises Bajos)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El extracto se conservo a 4 ¢ C durante las
primeras 48 horas o0 a -70 ° si el analisis no podia realizarse dentro de ese periodo de
tiempo. El virus de la gripe A (H1N1)v fue detectado mediante RT-PCR a tiempo real
siguiendo el protocolo de la OMS/CDC. Utilizamos un termociclador de Stratagene

MX3000 (Stratagene, La Jolla, California, EE.UU).

- 122 -



5. ESTUDIO 2: EXCRECION VIRAL PROLONGADA EN PACIENTES CON GRIPE A (HIN1)

Cuantificacion de la carga viral:

La cuantificacién se hizo retrospectivamente tanto en las muestras de
diagnostico como en las de seguimiento. Para ello realizamos una RT-PCR a tiempo
real en un dispositivo LightCycler 2.0 utilizando el kit Influenza A/H1N1 virus RNA
Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Realizamos dos reacciones
independientes con el objetivo de cuantificar la HA y el gen humano RNaseP por
medio de las curvas de calibracién especificas incluidas en cada uno de los ensayos.
La cuantificacién relativa se hizo normalizando la cuantificacion de HA respecto a la

RNaseP. La carga viral se expres6 como unidades de cuantificacion relativa (uqr).

Para evaluar la reproducibilidad del ensayo, analizamos tres alicuotas de una
seleccién de muestras en tres dias consecutivos. Calculamos una desviacién estandar
(SD) de 0,018 + 0,018. La sensibilidad analitica del ensayo fue de 2,83 log10 copias

/ml.

Para el andlisis de la dindmica de la carga viral en el tiempo, se clasificaron los
pacientes en seis grupos (0, 2-4, 5-7, 8-10, 11-13, y 14-16) de acuerdo con el nimero
de dias de persistencia después del diagnéstico. Los valores disponibles para cada

punto de tiempo especifico se promediaron.

Analisis estadistico:

En el andlisis univariado, las variables categoricas se compararon mediante la
prueba de chi-cuadrado. Las variables no continuas con distribucion normal se
compararon mediante la prueba de Mann-Whitney U y se expresé como mediana y
rango intercuartilico (IQR). Las variables continuas distribuidas normalmente se

compararon mediante la prueba t de student y se expresaron como la media (SD).
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Para evaluar la correlacién entre la concentracion viral inicial y la edad, duracién de los
sintomas, tiempo hasta el inicio de oseltamivir después de la aparicion de la
enfermedad, dias de excrecion viral, y duracién de la estancia hospitalaria se utilizo el

coeficiente de correlacion de rangos de Spearman.

Al realizar el analisis multivariado se aplicé un método de inclusion de variables
paso a paso “forward stepwise”, en el que se incluyeron todas las variables que en el
andlisis univariado hubiesen tenido una significancia de P<0,1. Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas a los valores de p <0,05. El analisis se

realiz6 con el programa SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, lllinois, EE.UU.).

5.2. Resultados

Durante el periodo de estudio, 91 pacientes con gripe A (H1N1)v confirmada
fueron hospitalizados durante al menos 48 horas. De ellos, 64 pacientes aceptaron

participar en el estudio.

Dieciséis pacientes (16/64; 25%) presentaron EVP en el dia +7. De estos, 6/16
(9,3%) presentaron EVP en el dia +14 después de la muestra positiva inicial. Los
pacientes con EVP se compararon con aquellos que no presentaron excrecion viral

prolongada (Tabla 1).

El analisis univariable mostr6 que los factores asociados con EVP fueron;
requerir ingreso en UCI (69% vs 33%, P = 0,02), presentar una expectoracién
purulenta (75% vs 44%, P = 0,04), recibir mayor dosis de oseltamivir (150 mg/12 h)
(62,5% vs 27%, P = 0,016), estar en tratamiento con corticosteroides (50% vs 21%, P
= 0,05), requerir ventilacién mecanica (VM) (50% vs 12,5%, P = 0,004), y una

hospitalizacion mas prolongada (mediana; 34 vs 7 dias, p = 0,003). No se pudo
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demostrar una asociacion significativa entre EVP y mortalidad (12,5% vs 8,3%, P =

0,63).

Los factores que se asociaron de forma independiente con EVP en el analisis
multivariable fueron: inmunosupresion (OR; 5,15, IC 95%, 1.2-22.2, p = 0,038) y

necesidad de ventilacién mecanica (OR; 11,7, IC 95%, 2.5-54.4, p = 0,002).
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Tabla 1: Comparacién de los pacientes hospitalizados con gripe A (HIN1)v que presentaron EVP con los que no lo

hicieron.

Datos demograficos

Pacientes con EVP
N =16 (25%)

Pacientes sin EVP
N = 48 (75%)

OR (95%Cl)

Sexo 0,56
Hombre 8 (50) 19 (39,6)
Mujer 8 (50) 29 (60,4)
Edad (mediatSD) 47,6+£17,5 43,9413 0,37
Grupos de riesgo
UClI 11 (68.8) 16 (33,3) 0,02
Inmunodeprimidos 8 (50) 13 (27,1) 0,12 5,15(1,2-22,2) | 0,03
Enfermedades cronicas 9 (56,2) 35 (72,9) 0,23
Embarazadas 2 (12,5) 4 (8,3) 0,63
Indice de comorbilidad de Charlson (mediana, IQR) 6,3-7,75 2,1-6 0,06
Sintomas de presentacion
Fiebre 15 (93,8) 45 (93,8) 1
Tos 14 (87,5) 40 (83,3) 1
Expectoracion purulenta 12 (75) 21 (43,8) 0,04
Cefalea 0 8 (16,7) 0,18
Mialgias 6 (37,5) 21 (43,8) 0,77
Diarrea 4 (25) 8 (16,7) 0,47
Dias de sintomas antes del diagnéstico (mediana, IQR) 2,1-47 2,0-4 0,59
Hallazgos radioldgicos iniciales
Cualquier infiltrado 5(31,2) 14 (29,8) 1
Un infiltrado segmentado 1(6,2) 7 (14,9) 0,66
Infiltrados bilaterales 6 (37,5) 13 (27,7) 0,53
Infiltrado intersticial 2 (12,5) 1(2,1) 0,15
Tratamiento
Dias de enfermedad al inicio del tratamiento (median, IQR) 25,0-5 2,0-4 0,48
Oseltamivir 75 mg/12 h 7 (43,8) 35 (72,9) 0,06
Oseltamivir 150 mg/12 h 10 (62,5) 13 (27,1) 0,016
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Tratamiento antibiético 16 (100) 40 (83,3) 0,18
Corticosteroides 8 (50) 10 (20,8) 0,05
Soporte inotrépico 3(18,8) 2 (4,2) 0,09
Aporte de oxigeno 8 (50) 14 (29,2) 0,14
Ventilacion mecanica 8 (50) 6 (12,5) 0,004 | 11,7 (2,5-54,4) 0,002
Complicaciones
Exacerbacion de EPOC 4 (25) 3 (6,2) 0,06
Exacerbacion de asma 1(6,2) 7 (14,6) 0,66
Confeccién bacteriana 6 (37,5) 16 (33,3) 0,77
SDRA 6 (37,5) 6 (12,5) 0,06
Shock séptico 3(18,8) 2(4,2) 0,09
Evolucion
Muerte 2 (12,5) 4 (8,3) 0,63
Dias de estancia hospitalaria (mediana, IQR) 34,9 -50 7,5-20 0,003
Dias de estancia en UCI (mediana, IQR) 21,2—-49 45, 2—-145 0,20
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Se realizé cuantificacion viral relativa en 58 de los 64 pacientes (16 con EVP y
42 sin EVP). La carga viral en la muestra diagnéstica varié de 1,17 x 10° a 317 ugr

con una mediana de 0,1 y un IQR=0,02-2,02.

Encontramos una correlacién negativa entre la carga viral al diagnéstico y la
edad (r = -0,287, p = 0,03). Sin embargo, no hubo correlacién entre la carga viral al
diagnostico y la duracion de los sintomas (r = -1,94, P = 0,14), tiempo hasta el inicio de
oseltamivir después de la aparicién de la enfermedad (r = -0,11, P = 0,4), duracion de
la excrecién viral (r = -0,4, p = 0,09) y duracion de la estancia hospitalaria (r = -0,23, P
= 0,09). Observamos una tendencia a presentar mayor carga viral en mujeres
embarazadas (4,1 frente a 0,1, P = 0,07) y pacientes con EVP (0,56 vs 0,08, p = 0,08),
mientras que la carga viral fue menor en los pacientes con shock séptico (0,006 vs

0,14; P =0,03) y con mortalidad hospitalaria (0,02 vs. 0,12, p=0,06) (tabla 2).

En la figura 1 aparece representada la dinamica de la carga viral durante la
hospitalizacion en todos los pacientes, incluidos aquellos con mala evoluciéon (SDRA
y/o muerte). El aclaramiento viral fue diferente en ambos grupos. En todos los
pacientes se observd una disminucion progresiva de la carga viral, pero en los
pacientes con mala evolucion se observo una carga viral inicial mas baja seguida de
un pico en el dia 2-4 después del diagnéstico produciéndose la eliminacién del virus

en los dias 5-7.
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Tabla 2: Relacion entre la carga viral relativa al diagnostico y las caracteristicas

clinicas de los pacientes hospitalizados con gripe A (H1N1)v.

Carga viral (median,

[e]3)]
Pacientes que
cumplen la variable

Carga viral (median,
[e]3)
Pacientes que no
cumplen la variable

Grupos de riesgo

Ingreso en UCI 0,15 (0,02 -4,1) 0,10 (0,007 — 1,7) 0,55

Inmunodeprimidos 0,15 (0,02 -1,8) 0,10 (0,016 — 2,5) 0,73

Comorbilidad croénica 0,14 (0,02 - 2,4) 0,10 (0,007 — 1,64) 0,96

Embarazadas 4,1 (0,08 —58,1) 0,1 (0,02 —1,08) 0,07
Estado de vacunacion

Vacunacion gripe estacional 0,2 (0,02 -1,6) 0,1 (0,01 —2,7) 0,99

Vacunacion gripe pandémica 12,1 (4,3 -19,8) 0,1 (0,02-1,5) 0,06
Excrecion viral prolongada (EVP) 0,56 (0,03 —5,9) 0,08 (0,007 — 0,85) 0,08
Complicaciones

Exacerbaciéon de EPOC 0,45 (0,16 — 0,45) 0,10 (0,01 —2,3) 0,21

Coinfeccién bacteriana 0,05 (0,005 - 1,44) 0,14 (0,02 - 2,7) 0,38

SDRA 0,07 (0,01 —1,98) 0,12 (0,02 - 2,3) 0,71

Shock séptico 0,006 (0,0005 — 0,07) 0,14 (0,02 — 2,7) 0,03
Evolucion

Muerte 0,02 (0,0008 —0,17) 0,12 (0,02 - 2,9) 0,06
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Figura 1: dinamica de la carga viral durante la hospitalizacion
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5.3. Discusion:

En este estudio encontramos que un 25% de los pacientes hospitalizados con
gripe A (HIN1)v  confirmada presentaron EVP después del diagnéstico. Este
fenbmeno de EVP se asoci6é con inmunodepresion y necesidad de ventilacion
mecanica como factores predisponentes, asi como a la presencia de complicaciones
relacionadas con la gripe. La dindamica de la carga viral en pacientes con mala

evolucion fue diferente a la de los otros pacientes.

Las recomendaciones actuales para el aislamiento respiratorio de los pacientes
hospitalizados con gripe establecen 7 dias como duracion de dicho aislamiento (226).
Los estudios que se han realizado hasta el momento de EVP, tanto en la gripe
estacional como en la pandémica, han demostrado que del 22% al 57% de los
pacientes hospitalizados contintan excretando virus més allda del dia 7 después del
inicio de la enfermedad (70, 227). Sin embargo no hay datos sobre la viabilidad del
virus durante una EVP. La positividad del cultivo viral en muestras respiratorias
recogidas en el dia 8 después del diagndstico sélo se ha evaluado en un estudio (228),
en el que se observo una tasa de positividad del cultivo de 19%. Son necesarios mas

estudios que evaluen la potencial de transmisién del virus en pacientes con EVP.

En un estudio previo, Lee et al (70) sugieren que la EVP puede comportarse
como un marcador de gravedad en pacientes con gripe estacional. Ademas, en este
estudio, los autores encontraron una asociacién entre la EVP y; edad avanzada,
comorbilidad crénica y terapia con corticosteroides sistémicos. En la actualidad hay
pocos datos acerca de la importancia de la EVP en pacientes con gripe pandémica. En
una serie de 22 pacientes con gripe pandémica, la edad fue el Unico factor asociado
con un mayor periodo de excrecion del virus, siendo la correlacion negativa (229). En

nuestra serie no hemos encontrado una correlacion entre EVP y edad o comorbilidad
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cronica, aunque si observamos que la inmunodepresién aumenta 5 veces el riesgo de
EVP (p = 0,03). El otro factor de riesgo independientemente asociado con EVP fue la

necesidad de ventilacién mecanica (p = 0,002).

La mayoria de nuestros pacientes presentaron EVP durante mas de 7 dias y
menos de 14. So6lo un paciente con leucemia presento excrecion viral durante mas de
4 semanas. Es sabido que pacientes con condiciones hematol6gicas, particularmente
aquellos con linfopenia, pueden presentar excrecidn viral mas alla de las 4 semanas

(230).

Dada la calidad heterogénea de las muestras obtenidas por frotis
nasofaringeos, se ha descrito recientemente la necesidad de realizar una
cuantificacién relativa para la deteccién de gripe A (H1N1)v (231). Para realizar este
estudio, desarrollamos una técnica reproducible que nos permitiera realizar

cuantificacién relativa en muestras consecutivas.

En el presente estudio, encontramos que la carga viral relativa en el momento
del diagnostico se correlacionaba negativamente con la edad, el shock séptico, y
mortalidad. De acuerdo con lo descrito por Lee et al. (70), en pacientes con gripe
estacional, nosotros tampoco encontramos correlacion entre la carga viral y la
presencia de comorbilidad importante, duracién de los sintomas, o inicio precoz del

tratamiento antiviral.

Otro hallazgo importante de este estudio es la observacion de que los
pacientes con mala evolucién presentaban dinamicas de carga viral diferentes a las
del resto de la poblacién estudiada. Estos datos son consistentes con los previamente
descritos por Para et al (232). Los pacientes con SDRA y /o los que murieron tenian
una menor carga viral inicial con un pico a los 2-4 dias y un aclaramiento viral en el dia

5-7 después del diagnéstico. La menor carga viral inicial en este grupo de pacientes
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sugiere que la replicacién del virus podria ser mas eficiente el tracto respiratorio

inferior y que por lo tanto la replicacién es menor en el tracto respiratorio superior.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, las muestras
nasofaringeas no se recogieron diariamente por lo que no se pudo estimar la duracién
media total de la replicacion viral. En segundo lugar, debido al nimero limitado de
pacientes, no podemos sacar conclusiones acerca de los factores de mal prondstico.
En tercer lugar, se analiz6 la carga viral sélo en las muestras obtenidas por exudado
nasofaringeo, por lo que no se pudo comparar la carga viral en el tracto respiratorio

superior e inferior.
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6.1. Material y métodos:

Diseino

Desde el 15 de diciembre de 2010 hasta 28 de febrero 2011 todos los
aspirados traqueales (AT) obtenidos de pacientes adultos (=18 afos) ingresados en
nuestras UCIs con sospecha de infeccion respiratoria del tracto respiratorio inferior
(TRI) se enviaron al laboratorio de Microbiologia para la busqueda sistematica de virus

de la gripe.

Los criterios de ingreso en UCI y de manejo de los pacientes, incluyendo la
necesidad de intubacién y la obtencion del AT se hicieron a discrecién del médico

tratante.

Los pacientes con gripe confirmada por laboratorio fueron seguidos
prospectivamente por un especialista en enfermedades infecciosas. Todos ellos fueron
tratados con oseltamivir 150 mg/dia durante 5-10 dias. Los datos clinicos vy
microbioldgicos se recogieron en un protocolo preestablecido y se registraron en una

base de datos.

Las variables recogidas incluyeron; edad, sexo, indice de comorbilidad de
Charlson (233), tipo de unidad de cuidados intensivos, fecha y motivo de ingreso en
UCI, APACHE II (234) al ingreso en la UCI, fecha de inicio de los sintomas de gripe,
manifestaciones clinicas y hallazgos radiolégicos, fecha de la toma de muestras, otras
muestras obtenidas para el diagnostico y su resultado, fecha de inicio del tratamiento
antiviral, complicaciones (shock séptico, insuficiencia respiratoria aguda, SDRA), y
datos sobre la evolucion del paciente incluyendo la mortalidad a los 30 dias después

del diagndstico de la gripe, duracién de la estancia en UCI y estancia hospitalaria.
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Definiciones:

Gripe no sospechada: cuando las pruebas para el diagnéstico de gripe no se habian
solicitado de manera explicita 0 no se habia solicitado previamente en otras muestras,
tales como muestras de exudado nasofaringeo, y el paciente no estaba recibiendo

tratamiento antiviral empirico inmediatamente después de la toma de muestras.

Los episodios de gripe los clasificamos como:

e Gripe adquirida en la comunidad: si el sindrome gripal (fiebre, escalofrios,
malestar general, dolor de garganta, rinorrea, tos, disnea, mailgias, nauseas y
diarrea) se inici6 antes o durante las primeras 72 horas del ingreso en el
hospital.

e Gripe nosocomial: los sintomas comenzaron después de las primeras 72 horas

de ingreso (235).

En cuanto a los motivos de ingreso en UCI, definimos insuficiencia respiratoria
grave como hipoxemia grave (PaO2<60mmHg), refractaria a la terapia de O2 de alto

flujo (FiIO2 50%) con mascara de Venturi.

En cuanto a las condiciones subyacentes, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) se definié de acuerdo a los criterios de la Iniciativa 2007 Global para la
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (236). Se consideraron pacientes
inmunodeprimidos aquellos con; enfermedad hematolégica maligna (con o sin
trasplante de médula ésea), infeccion por VIH, enfermedades inflamatorias en el
tratamiento biolégico o inmunosupresor, y los receptores de trasplante de 6rgano
solido. En cuanto a la vacunacion frente a la gripe, consideramos que los pacientes
estaban vacunados si habian recibido la vacunacién dentro de los 6 meses previos al

ingreso.
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La neumonia se definié de acuerdo a las actuales guias IDSA/ATS (237). SDRA

y shock séptico fueron definidas segun los criterios estandar (224 , 225 ).

Procedimientos microbioldgicos:

Las muestras para el diagnéstico microbiolégico fueron tomadas por aspiracién
endotraqueal usando una sonda estéril 14F a una profundidad de 2 cm del extremo
distal del tubo endotraqueal. Las secreciones obtenidas fueron transportadas en un
recipiente estéril (contenedor de muestras Lukens, Sherwood Medical, Tullamore,
Irlanda) hasta el laboratorio de microbiologia. Una vez en laboratorio, la muestra se
dividié en dos alicuotas de 200 pl; una para la deteccion de virus y otra para la
realizacion de los procedimientos de bacterias habituales. La alicuota reservada para
la deteccién de gripe se conservd en medio de transporte viral (305C Copan, Copan
Innovacion, Brescia, Italia) a 4 ° C durante no mas de 48 horas 0 a -70 °C si el analisis

se realizaba pasadas las 48 horas.

Los procedimientos normales para la deteccion de bacterias incluyeron el
cultivo cuantitativo en agar sangre, agar chocolate, agar McConkey, y cuando fue
necesario, agar Legionella (BCYD) (238). Se consideraron muestras positivas aquellas
con recuentos bacterianos 2105 ufc/ml de uno o varios microorganismos significativos.
La identificacion de los microorganismos y las pruebas de sensibilidad se realizaron en
un sistema automatico (MicroScan, Dade Behring, Sacramento, California, EE.UU.)
Los puntos de corte se aplicaron de acuerdo a las pautas marcadas por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (239). Consideramos como no significativos los
siguientes microorganismos: Strepotocccus del grupo Viridans, Enterococcus spp,

Staphylococcus, Neisseria spp, Corynebacterium spp y Candida spp.
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La extraccibn de RNA se realizo6 en un sistema Nuclisens easyMAG
(bioMérieux, Boxtel, Paises Bajos) siguiendo las instrucciones del fabricante. El virus
de la gripe A (H1N1)v fue detectado mediante RT-PCR, siguiendo el protocolo de la
OMS/CDC en un termociclador Stratagene MX3000 (Stratagene, La Jolla, California,
EE.UU.). Las muestras con resultados indeterminados se repitieron con el kit de
deteccion RealTime ready A/H1N1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Para la
deteccion del virus de la gripe B utilizamos el kit de deteccion RealTime ready
Influenza B (Roche Diagnostics). Los virus estacionales H3N2 y Hi1N1 fueron

detectados como se describe previamente en la literatura (240 1694).

Para la realizar la cuantificacién relativa utilizamos la técnica descrita en el

estudio presentado anteriormente (estudio 2, seccion material y métodos).

Analisis estadistico:

Los datos recogidos se volcaron en una base de datos de Microsoft ACCESS®
y de ahi a una base de SPSS para Windows versién 16.0 (Chicago) para realizar el

andlisis estadistico.

Las variables cualitativas se presentaron con su distribucién de frecuencias y
las variables cuantitativas en media y desviacién estandar (DS) o mediana y rango
intercuartil (IQR) en caso de asimetria. Para contrastar las diferencias entre ambos
grupos se aplicé el analisis de las variables cualitativas por el test de X? o test de
Fisher. Las variables cuantitativas por grupo de estudio se contrastaron con el test de
la t de Student para grupos independientes o el test de la mediana en caso de
asimetrias. La asociacién entre las variables continuas se evalu6 utilizando la prueba

de Mann-Whitney.
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Para analizar los factores de riesgo independientes para gripe no sospechada y
mortalidad a 30 dias utilizamos un analisis multivariable en el que se incluyeron todas
las variables que en el analisis univariable hubiesen tenido una p<0,1. Se ajustaron
por las variables de confusion y se estudiaron las interacciones mediante modelos de
regresion logistica. Se calcul6 el “odds ratio” (OR) con un intervalo de confianza del
95%. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas a los valores de p
<0,05. El analisis se realizé con el programa SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, lllinois,

EE.UU.).

6.2. Resultados:

Durante el periodo de estudio ingresaron 618 pacientes en UCls de adultos de
nuestra institucion. Uno o mas AT de 105 pacientes fueron enviados al laboratorio por

sospecha de infeccion del TRI.

Se pudo establecer un diagndstico etioldgico en 65 pacientes (figura 1). Veinte
y nueve pacientes fueron diagnosticados de infeccion bacteriana. Las frecuencias de
las bacterias aisladas en AT fueron las siguientes: S. aureus (37,9%);
Enterobacteriaceae (24,1%) P. aeruginosa (17,2%); S. pneumoniae (13,7%), y A.

baumanii (3,8%).
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Figura 1: diagrama de flujo de la poblacién de estudio
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Como se muestra en la figura 1, en 25 pacientes se identificé un virus como
Unico agente etiologico; en 23 pacientes se detectd virus de la gripe, en los otros 2

pacientes se detect6 adenovirus y virus herpes simplex respectivamente.

En 3 pacientes se aislé Aspergillus fumigatus como Unico agente etiolégico.

Los ocho pacientes restantes presentaron una coinfeccion del virus de la gripe
y los siguientes microorganismos; S. aureus (3), S. pyogenes (1), S.pneumoniae (1),

A. baumanii (1), P. aeruginosa (1), y A. fumigatus (1).

Incidencia y caracteristicas clinicas de los pacientes con gripe

Durante el periodo de estudio, la incidencia de la gripe en las UCls de adultos
fue de 5,3 casos por cada 100 ingresos. La incidencia de gripe entre los pacientes con

al menos un AT enviado al laboratorio fue de 29,5 casos por 100 ingresos.

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas clinicas de los 31 pacientes con
gripe. La gripe no fue sospechada en 15 pacientes (48.4%) y fue de adquisicion
nosocomial en 13 pacientes (42%). En el momento del diagnéstico de la gripe todos

los pacientes, excepto uno, estaban intubados.

Entre los pacientes con coinfeccién (8), las razones de ingreso en UCI fueron
las siguientes; cirugia (5), insuficiencia respiratoria (1), fallo cardiaco (1), cirrosis
descompensada (1). La gripe fue de adquisicion nosocomial en 5 pacientes (62,5%) y

7 pacientes (87,5%) fueron diagnosticados de neumonia.
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Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes ingresados en UCI con diagnéstico

confirmado de gripe.

n =31 (%)
Caracteristicas demograficas
Edad (anos) (mediana, 95%IC) 64, 48-70
Hombres 20 (64,5)
Tipo de UCI
Medica 21 (67,7)
Quirdrgica 10 (32,3)
Motivo de ingreso en UCI
Insuficiencia respiratoria aguda 14 (45,1)
Cirugia 10 (32,2)
Fallo cardiaco 4 (12,9)
Otros? 3(9,6)
APACHE Il score (mediana, 95%IC) 15,12-17
Manifestaciones clinicas
Dias de sintomas antes del diagndstico (median; IQR) 3, 0-7
Fiebre 22 (71)
Tos 23 (72,4)
Disnea 24 (77,4)
Diarrea 3(9,7)
Neumonia 23 (74,2)
Coinfeccion 8 (25,8)
Infeccién no sospechada 15 (48,4)
Infeccion nosocomial 13 (42)
Virus de la gripe
(HIN1)v 27 (87)
H3N2 1(3,2)
B 3(9,7)
Complicaciones
Shock séptico 13 (41,9)
SDRA 16 (51,6)
Mortalidad a los 30 dias 9 (29)
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® Fallo hepético agudo (un paciente), pancreatitis necrotizante (un paciente), y cirrosis
descompensada (un paciente). SDRA: sindrome de distress respiratorio agudo, UCI: unidad de

cuidados intensivos, IQR: rango intercuartilico.

Caracteristicas microbioldgicas

El principal virus de la gripe detectado durante el periodo de estudio fue el virus
A (H1N1)v de 2009, que se detect6 en 27 pacientes (87%). Detectamos virus influenza

B en 3 pacientes (9,7%) y virus estacional A (H3N2) en 1 paciente (3,2%).

La mediana de la carga viral en el momento del diagnéstico de gripe fue 1,55
(IQR 0,68 a 3,16). La carga viral tendi6 a ser mayor en pacientes en los que la gripe

fue sospechada (Tabla 2).

Comparacion de casos sospechados y ho sospechados

La comparacién de casos sospechados vs. casos no sospechados se muestra
en la tabla 2. El analisis univariable mostré diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a edad (53 versus 69 afnos; p=0,008), ICU médica (93,8% versus 40%;
p=0,002), ingreso en UCI por insuficiencia respiratoria (68,8% versus 20%; p=0,002),
estancia en UCI antes del diagnéstico de gripe [1 (IQR, 0-1) versus 4 (IQR 1-17) dias
p=0,01)], gripe nosocomial (18,8% versus 66,7%; p=0,01), tos (93,8% versus 53,3%;
p=0,01), infiltrados pulmonares localizados en la placa de térax (6,3% versus 40%;
p=0,04), mediana de dias desde el inicio de los sintomas hasta el inicio de tratamiento
antiviral (2 (IQR, 2-6) versus 9 (IQR, 4,5-18) dias; p=0,02), neumonia (93,8%

versus53,3%; p=0,01), y desarrollo de SDRA (75% versus 26,7%; p=0,01). La
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mortalidad a los 30 dias después del diagnéstico de gripe fue 37,5% y 20% (p=0,43)

en los pacientes con gripe sospechada y no sospechada, respectivamente.

El andlisis multivariable reveld que los factores de riesgo independientemente
asociados con gripe no sospechada fueron; ingreso en una UCI quirargica (OR, 37,1;
95% IC, 2,.6-666,6; p=0.01) y presencia de infiltrado pulmonar localizado en la placa
de torax (OR, 27,8; 95%IC, 1,32-584,06; p=0.03). Una mayor estancia en UCI antes
del diagnéstico de gripe también se asoci6é con gripe no sospechada pero la diferencia

no fue estadisticamente significativa (tabla 3).

Evolucion

La mortalidad global a los 30 dias después del diagnéstico de gripe fue del
29%. El analisis univariable de los factores de riesgo asociados a mortalidad esta
representado en la tabla 4. El Unico factor de riesgo independientemente asociado a
mortalidad a los 30 dias del ingreso fue la insuficiencia respiratoria aguda como causa

de ingreso en UCI (OR, 7,5; 95% IC, 1,23-45,8; p=0.03)
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Tabla 2: Comparacién de pacientes con gripe confirmada en AT con sospecha clinica

y sin ella.

Sospechada

N = 16 (%)

No sospechada
N =15 (%)

Caracteristicas demograficas

Edad (afos) (mediana; IQR) 53; 42-66 69; 60-79 0,0008

Hombres 11 (68,8) 9 (60) 0,71
Enfermedades subyacentes

EPOC 7 (43,8) 7 (46,7) 1

Inmunosupresion 3(18,8) 2 (18,3) 1

Estado vacunacion gripe 4 (25) 3 (20)

Charlson (mediana; IQR)) 4,5;2,2-7 6; 3-9 0,26
Tipo de UCI

Medica 15 (93,8) 6 (40) 0,002

Quirdrgica 1(6,3) 9 (60)
Caracteristicas de la gripe
Dias de sintomas antes del diagnostico (mediana; IQR) 3;1-6,7 5;5-9 0,92
Dias de estancia en UCI antes del diagnostico
Dias de estancia hospitalaria antes del diagnostico 1;0-1 4;1-17 0,01
Adquisicién nosocomial 2,5;1-5,75 15; 5-22 0,008
Fiebre 3(18,8) 10 (66,7) 0,01
Tos 11 (68,8) 11 (73,3) 1
Disnea 15 (93,8) 8 (53,3) 0,01
Neumonia 13 (81,3) 11 (73,3) 0,68
Infiltrado localizado en la placa de térax 15 (93,8) 8 (53,3) 0,01
Carga viral al diagnéstico (mediana; IQR) 1(6,3) 6 (40) 0,04
Dias de tratamiento antiviral 2,37;1,1-5,42 1,4;0,23-1,97 0,09
Co-infeccién 2;2-6 9;4,5-18 0,02

3(18,8) 5(33,3) 0,43

Evolucion
Shock séptico 8 (50) 5(33,3) 0,47
SDRA 12 (75) 4 (26,7) 0,01
Mortalidad a los 30 dias 6 (37,5) 3 (20) 0,43
Dias de estancia en UCI (mediana; IQR) 11; 4-33 27, 8-50 0,21
Dias estancia hospitalaria (mediana; IQR) 39; 4-46 66; 30-90 0,06
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Nota: EPOC enfermedad pulmonar obstructiva crénica; SDRA sindrome de distress
respiratorio agudo; IC intervalo de confianza; UCI unidad de cuidados intensivos; IQR

rango intercuartilico.

Tabla 3: Andlisis multivariable de los factores de riesgo asociados a gripe no

sospechada

OR (95% IC) P

UCI quirurgica
37,13 (2,06-666,6) 0,01
27,78 (1,32-584,06) 0,03
1,31 (0,97-1,78) 0,07

Infiltrado localizado en la placa de térax
Dias de estancia en UCI antes del diagnéstico de

gripe

Tabla 4: Analisis univariable de factores de riesgo para mortalidad a los 30 dias.

Muertos Vivos

N =22 (%) N =9 (%)

Caracteristicas demograficas
Edad (afos) (media; 95%IC) 66.5; 57.7-75,5 54, 43-62 0,09
Hombres 15 (68,2) 5 (55,6) 0,68
Enfermedades subyacentes
EPOC 9 (40,9) 5 (55,6) 0,69
Inmunosupresién 4 (18,2) 1(11.1) 1
Estado vacunacién gripe 5(22,7) 2(22,2) 1
Charlson (media; 95%IC) 6; 2-8 5; 3,5-6,5 0,65
Tipo de UCI
Medica 13 (59,1) 8 (88,9) 0,2
Quirdrgica 9 (40,9) 1(11,1)
Motivo de ingreso en UCI
Insuficiencia respiratoria aguda 7 (31,8) 7 (77,8) 0,08
Cirugia 9 (40,9) 1(11,1)
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Fallo cardiaco 4 (18,2) 0

Otros 2(9,1) 1(11,1)

APACHE Il score 14,5;11-16,2 16; 13-19,5 0,22
Caracteristicas de la gripe
Dias de sintomas antes del diagnostico 3,5;0-9 3;1,5-5 0,87
(mediana; IQR).
Dias de estancia en UCI antes del 1;0-14,5 1;0-3 0,26
diagnostico
Gripe no sospechada 12 (54,5) 3(33,3) 0,43
Adquisicién nosocomial 12 (54,5) 1(11,1) 0,04
Fiebre 15 (68,2) 7 (77,8) 0,68
Tos 14 (63,3) 9 (100) 0,07
Disnea 15 (68,2) 9 (100) 0,07
Infiltrado localizado en placa de térax 4 (18,2) 3(33,3) 0,64
Carga viral al diagnéstico 1,5;0,3-2,4 1,8;0,8-5,5 0,40
Neumonia 15 (68,2) 8 (88,9) 0,38
Coinfeccién 6 (27,3) 2 (22,2) 1

*Dias de sintomas antes de confirmar el diagndstico de gripe.

Nota: EPOC enfermedad pulmonar obstructiva crénica; SDRA sindrome de distress

respiratorio agudo; IC intervalo de confianza; UCI unidad de cuidados intensivos; IQR

rango intercuartilico; EVP excrecién viral prolongada
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6.3. Discusion:

El presente estudio demuestra que durante la temporada de gripe post-
pandémica en casi un tercio de los pacientes ingresados en UCIs de adultos con
sospecha de infeccién del tracto respiratorio el virus de la gripe fue el agente etiolégico
implicado. La gripe no fue sospechada en un 48,4% de los pacientes y en el 39,3% fue
adquirida en el hospital. Los pacientes con gripe no sospechada fueron
frecuentemente pacientes quirdrgicos, que presentaban un infiltrado localizado en la
placa de térax, y con un ingreso largo previo al diagnéstico de la gripe. En los
pacientes con gripe no sospechada el tratamiento antiviral se administré tarde, sin
embargo, la mortalidad fue similar en ambos grupos. La mortalidad global a los 30 dias
fue elevada (29%), siendo menor en los pacientes con gripe nosocomial. El Unico
factor independientemente asociado a mala evolucion fue la insuficiencia respiratoria

aguda como causa del ingreso en UCI.

La enfermedad respiratoria febril aguda es una causa frecuente de insuficiencia
respiratoria e ingreso en UCI (241, 242). En la mayoria de estos casos la etiologia es
bacteriana y los virus se encuentran implicados en un bajo nimero de casos,
aproximadamente en un 9% (243). Durante la pandemia de 2009, la tasa de ingreso
en UCI por insuficiencia respiratoria en pacientes hospitalizados con diagnéstico
confirmado de gripe A (HIN1)v oscilé entre el 15% y el 34% (96, 244-247).
Desafortunadamente, no existen estudios que hayan investigado las tasas de
etiologias bacterianas y virales de los pacientes ingresados en la UCI por insuficiencia
respiratoria durante la pandemia de 2009. En el presente estudio demostramos que
durante la temporada de gripe 2010-2011, el 31,4% de los pacientes ingresados en la
UCI con sospecha de infeccion del TRI tenian una etiologia viral y en la mayoria de

ellos (93,3%) se identificd el virus de la gripe como agente etioldgico.
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La etiologia de la enfermedad respiratoria febril aguda que causa insuficiencia
respiratoria aguda a menudo se desconoce en el momento del ingreso en UCI (243).
Aproximadamente la mitad de los casos son diagnosticados de neumonia bacteriana
poco tiempo después del ingreso, con una baja proporcién de casos diagnosticados de
neumonia viral después de que los estudios iniciales para bacterias sean negativos
(237). La sospecha de la gripe se basa fundamentalmente en los factores de riesgo
epidemiolégicos y la sospecha clinica. La combinacion de fiebre, malestar general, y
tos tienen valor predictivo positivo del 79% durante una pandémica o bien durante la
época gripal, (154, 248). Sin embargo, estos criterios probablemente no son tan
especificos en los pacientes ingresados en la UCI debido a que otras etiologias o
condiciones, como la sedacién post-quirurgica, pueden confundir el diagnéstico. En
nuestro estudio, el 48,4% de los casos de gripe no fueron sospechados sino que se
detectaron como parte de una busqueda sistematica. La sospecha de gripe fue menor
en pacientes de edad avanzada, ingresados en UCI por motivos quirdrgicos, con una
estancia hospitalaria larga, y que no presentaban tos ni infiltrados pulmonares difusos.
Como consecuencia directa de ésta infraestimacién, se produjo un retraso significativo

en el inicio del tratamiento antiviral.

La carga viral tendi6 a ser mayor en los pacientes con sospecha de gripe,
posiblemente como resultado de un diagndstico precoz después de la aparicion de los

sintomas en este grupo comparado con gripe no sospechada.

La gripe de adquisicion nosocomial es un problema bien reconocido (249, 250).
Se han documentado brotes nosocomiales en varios escenarios, incluyendo UCIs,
salas de pediatria, unidades de trasplante, plantas médicas y quirdrgicas (249-253).
Sin embargo, pocos casos esporadicos de gripe nosocomial se han descrito durante

programas de vigilancia. En un estudio, que incluye 1.520 pacientes hospitalizados en
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75 hospitales en los EE.UU durante la pandemia de 2009, los autores identificaron 30
(2%) casos esporadicos de gripe nosocomial (254). La mayoria de los pacientes tenian
enfermedades subyacentes graves y fueron ingresados en areas no médicas, como
ocurre en nuestro estudio. Inesperadamente, en el presente estudio, encontramos que
la mortalidad a los 30 dias fue menor en los pacientes con gripe nosocomial. Esto
podria justificarse por una menor virulencia de las cepas de gripe circulantes en el
hospital, o por factores del huésped, como la edad o las condiciones quirdrgicas. En
general, la mortalidad a 30 dias fue elevada (29%) siendo el ingreso en UCI por
insuficiencia respiratoria grave un factor de riesgo independiente de mortalidad. Estos
datos son consistentes con los de Martin-Loeches et al. (255), que mostraron que los
pacientes con gripe durante la temporada post-pandémica tenian una tasa de

mortalidad inesperadamente alta.

La administracién precoz de la terapia antiviral se ha asociado con una mejor
evolucion en pacientes criticos (256). En nuestro estudio, aunque el tiempo desde el
inicio de los sintomas hasta el inicio del tratamiento antiviral fue mayor entre los
pacientes con gripe no sospechada, la mortalidad tendié a ser menor en este grupo en
comparacion con los pacientes en los que la gripe fue sospechada. Una posible
explicacibn a esta hecho podria ser que los grupos comparados fueron
epidemiolégicamente muy diferentes. Por otro lado, la mediana de la carga viral
relativa fue menor en el grupo de gripe no sospechada. Estos factores epidemioldgicos
y virales podrian influir en la evolucién de los dos grupos, independientemente del

tiempo para el inicio del tratamiento antiviral.

Nuestro estudio esta limitado por el pequefio numero y heterogeneidad de los
pacientes incluidos en el estudio, lo cual disminuye el poder estadistico de nuestro

analisis. Debido a que el estudio se realizé durante la temporada post-pandémica
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periodo (2010-2011), periodo durante el cual la prevalencia de la cepa (H1N1)v seguia
siendo elevada, nuestros datos no pueden extrapolarse a pacientes infectados por
otras cepas del virus de la gripe. No pudimos realizar un analisis de las posibles vias
de transmisién de los casos nosocomiales. Sin embargo, podemos excluir con certeza
suficiente la existencia de un foco por las siguientes razones: (a) los casos de gripe
adquirida en el hospital se distribuyeron entre las tres unidades de cuidados intensivos
(UCI médica, UCI post-quirurgica, y UCI cardiovascular), (b) no se identificé ningun
caso de gripe entre el personal sanitario de estas unidades, (c) se aplicaron medidas
de prevencion que incluian la vacunacién del personal y el aislamiento respiratorio y

de contacto segun lo recomendado por los CDC (196).
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7.1. Material y Métodos:

Diseno:

Desde el 15 de diciembre de 2010 hasta el 28 de febrero 2011, realizamos un
estudio prospectivo comparativo de muestras pareadas (exudado nasofaringeo vs.
Aspirado traqueal) en pacientes adultos ingresados en UCls de nuestra institucion con

sospecha de infeccion del TRI.

Procesamiento de las muestras:

Las muestras de exudado nasofaringeo (ENF) se conservaron como se

describe en la seccion de material y métodos del estudio 1.

Las muestras de AT para el diagnostico microbiolégico fueron tomadas por
aspiracién endotraqueal usando una sonda estéril 14F a una profundidad de 2 cm del
extremo distal del tubo endotraqueal. Las secreciones obtenidas fueron transportadas
en un recipiente estéril (contenedor de muestras Lukens, Sherwood Medical,
Tullamore, Irlanda) hasta el laboratorio de microbiologia. Una vez en laboratorio, la
muestra se dividid en dos alicuotas de 200 pl; una para la deteccion de virus y otra
para la realizacion de los procedimientos de bacterias habituales. La alicuota
reservada para la deteccidén de gripe se conservé en medio de transporte viral (305C
Copan, Copan Innovacion, Brescia, ltalia) a 4 ¢ C durante no més de 48 horas 0 a -80 °

C si el analisis se realizaba pasadas las 48 horas.
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Deteccion del virus de la gripe:

El ARN viral se extrajo de una alicuota de 200 pl, eluidos en 60 pl de solucion
de tampén, en un robot Nuclisens easyMAG (bioMérieux, Boxtel, Paises Bajos)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada extraccion se afiadié una muestra

de agua como control negativo para detectar posible contaminaciones cruzadas.

El virus de la gripe A (H1N1) de fue detectado mediante RT-PCR utilizando el
kit RealTime ready A/H1N1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). El virus de la
gripe B fue detectado mediante el kit RealTime Influenza B (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). Los virus de la gripe estacionales H3N2 y Hi1N1 fueron

detectados como se describe en la siguiente referencia (240)

Cuantificacion relativa:

La cuantificacion relativa se realizé mediante qRT-PCR como se ha descrito en

secciones anteriores.

Analisis estadistico:

Se calcularon los resultados globales y los valores de validez de NTS y EA
para la deteccién de la gripe mediante RT-PCR. Estos valores se calcularon con un
intervalo de confianza del 95% siguiendo una distribucion binomial exacta. La
sensibilidad NTS y EA se compararon mediante una prueba McNemar para datos
apareados. Los valores predictivos negativos se compararon mediante una prueba de
Fisher. Se consider6 una diferencia estadisticamente significativa a n valor de P <0,05.
Los valores cuantitativos de ambos tipos de muestra se compararon mediante
regresion pasa-Bablok (257). La pendiente pasa-Bablok (B) se calculé con su intervalo
de confianza del 95%, un valor de 1 indicaba que no habia diferencia entre los valores
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de NTS y EA. Los datos fueron analizados con el programa SPSS, version 15.0 (SPSS

Inc, Chicago, lllinois, EE.UU.).

7.2. Resultados:

Durante el periodo de estudio, ingresaron 618 pacientes en UCIs de adultos de
nuestra institucion. Uno o mas AT de 105 pacientes fueron enviados al laboratorio por
sospecha de infeccion del TRI. Pudimos obtener muestras pareadas en 52 de los 105

pacientes.

En 22 de los 52 pacientes detectamos ARN viral en alguna de los dos tipos de
muestras. Catorce ENF (63,6%) y 22 AT (90,9%) fueron positivos, distribuyéndose de

la siguiente manera (ver tabla 1):

e En ambos especimenes: 12/22 pacientes

e Sodlo en el exudado nasofaringeo: 2/22 pacientes

e Solo en AT: 8/22 pacientes

Todos los virus detectados fueron A (H1N1) de 2009 la pandemia de gripe A

H1N1, excepto uno que fue influenza del tipo B.
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Tabla 1: Resultados globales y valores de validez (sensibilidad y valor predictivo

negativo) de los dos tipos de muestra para la deteccién de gripe mediante RT-PCR.

Pacientes Pacientes sin  Sensibilidad(%) VPN
con gripe gripe
(n=22) (n=31)
ENF RT-PCR positiva 14 0
63,6 79,5
RT-PCR negativa 8 31 (40,7-82,8) (63,5-90,7)
AT RT-PCR positiva 20 0
90,9 93,9
RT-PCR negativa 2 31 (70,8-98,9) (79,8-99,2)
P 0,109 0,097

VPN: valor predictivo negativo

Las caracteristicas principales de los 22 pacientes con gripe se muestran en
la Tabla 2. La mediana de edad fue de 36 anos (IQR = 31 a 52). La comorbilidad mas
frecuentemente observada fue la agudizacion de EPOC (4/32 pacientes). El 18% de
los pacientes estaban inmunodeprimidos al ingreso en la UCI. Diecisiete pacientes
(77,3%) presentaron neumonitis viral y 5 (22,7%) tuvieron coinfeccion. Nueve
pacientes (45%) recibieron tratamiento empirico inicial. La duracién media de la

enfermedad antes de la confirmacion de la gripe fue 7,2 dias (IQR = 0 a 29).
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Tabla 2: Caracteristicas de los pacientes con gripe.

Datos demograficos

Edad (anos) (mediana; IQR) 58,5; 22-83

Hombre, n (%) 14 (73,6)
Enfermedades de base

EPOC 10 (45,5)

Inmunodepresion 4 (18,2)

indice de comorbilidad de charlson (mediana) 4.95

Caracteristica del cuadro gripal

Solo infeccion del TRS 0
Solo neumonia viral 17 (77,3)
Gripe e infeccién bacteriana (co-infeccion) 5 (22,7)
Dias de sintomas antes del diagnéstico* 7,2;0-29
Tratamiento antiviral 20 (90,9)
Tratamiento antiviral empirico 9 (45)
Dias de tratamiento antes del diagnéstico* 2,1;1-5

*Variables expresadas como mediana e IQR

TRS: tracto respiratorio superior

La mediana de la carga relativa en AT y ENF fue, respectivamente; 3,55y 0,55
uqgr. La carga viral en AT fue 3,75 veces mayor que la carga viral en muestras de ENF
(prueba de pasa-Bablok; 3,75). Los valores obtenidos en la comparacion de la carga

viral relativa para las muestras pareadas se representan en la tabla 3.
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Tabla 3: Comparacion de la carga viral relativa para las muestras pareadas

Numero de paciente CVr AT (A) CVr ENF (B) ratio A/B
1 18,32 53,23 0,344
2 4712 12,57 3,749
3 5,57 2,75 2,025
4 8,59 0,05 171,800
5 0,11 1,66 0,066
6 0,09 0,01 9,000
7 24,6 0,4 61,500
8 0,12 0,04 3,000
9 0,02 0,01 2,000
10 0,6 0,02 30,000
11 1,54 0,58 2,655
12 7,3 0,5 14,6
Median (IQR) 3,55 0,45 3,37
(0,11-15,89) (0,03-2,48) (2,01-26,15)
Valor estimado central - - 3,75
(Passing-Bablok test) (1,82-63,16)
(95%Cl)

CVr: carga viral relativa
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7.3. Discusion:

El presente estudio demuestra que la deteccién de ARN viral del virus de la
gripe mediante RT-PCR es més eficiente en AT que en ENF, probablemente debido a

la mayor carga viral presente en las muestras de AT.

La gripe es una causa frecuente de ingreso en UCIs durante las epidemias
estacionales. También puede ser de adquisicion nosocomial complicando otros
procesos propios del paciente critico (241, 258) (242). La deteccion rapida y eficaz de
la gripe en estos pacientes es crucial para la rapida iniciacion de la terapia antiviral y el
aislamiento de los pacientes infectados (154, 259). El ENF se considera la muestra de
eleccién para la deteccion de gripe en pacientes no intubados, aunque la mayoria de
los datos son de pacientes pediatricos y se basan en el cultivo viral como método de
referencia (260). La mayoria de los pacientes ingresados en UCls estan intubados, por
lo tanto, los AT son muestras de facil obtencion que ademéas se extraen de forma
rutinaria. Los datos que comparan el rendimiento del ENF y el AT para la deteccién de
gripe en adultos usando RT-PCR son escasos. Rello et al. (261) describen un 10% de
resultados falsos negativos de la RT-PCR para la deteccion de gripe A (HIN1)v en
ENF en pacientes ingresados en la UCI. Sin embargo, en este estudio las muestras no
son analizadas en paralelo, y la carga viral no fue cuantificada. Por lo tanto, no es
posible saber si los falsos negativos eran debidos a una baja carga viral, a una
incorrecta toma de la muestra, manejo inapropiado, retraso en el transporte al
laboratorio, o razones técnicas relacionadas con la RT-PCR (262). Otros autores han
descrito casos puntuales o pequefas series que muestran falsos negativos de la RT-
PCR en ENF de pacientes con infeccion del tracto respiratorio inferior, aunque, una

vez mas, las muestras no fueron tomadas simultdneamente (122)
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En el presente estudio, comparamos dos tipos de muestra (ENF y AT)
recogidos de forma simultanea del mismo paciente. Nuestros datos demuestran que
el AT es mas sensible que el ENF (90,9% frente a 63,6%) para la deteccion mediante
RT-PCR de gripe pandémica A (H1N1)v. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
10% de los casos puede pasar desapercibidos si sélo se analizan muestras de AT.
Segun esto, nuestra recomendacion para el diagnoéstico de gripe, en pacientes
intubados, es tomar AT, pero incluir ademas, siempre que sea posible, un ENF, a fin
de no perder ningun caso. La explicacién de esta diferencia en el rendimiento de
ambos especimenes podria ser la presencia de mayor carga viral en las secreciones
del tracto respiratorio inferior. En un modelo experimental de infectividad por el virus
de la gripe A (H1N1) de 2009 en hurones, Munster et al. (263) demostraron que la
replicacién viral es mas eficiente en la traquea, bronquios, bronquiolos que en el tracto
respiratorio superior. En nuestros pacientes, la carga viral fue de 3,75 veces mayor en

las muestras de AT.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones como el pequefio nimero de
pacientes analizados, lo cual disminuye el poder de nuestro andlisis de datos.
Ademas, sélo incluimos pacientes ingresados en UCI, intubados, con sospecha de
infeccion del tracto respiratorio inferior durante la temporada post-pandemia (2010-
2011), cuando la prevalencia de la influenza pandémica A H1N1 cepa seguia siendo
elevada. Por lo tanto, no podemos estar seguros de que nuestros datos pueden
extrapolarse a pacientes no ingresados en la UCI o infectados por virus de la gripe

distintos al virus A (H1N1) de 2009.
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La RT-PCR a tiempo real es un método rapido que presenta una elevada
sensibilidad y especificidad para la deteccion del virus de la gripe A (H1N1)v

en comparacién con los métodos convencionales.

Tanto el cultivo convencional como en shell-vial siguen siendo métodos
utiles, aunque mas lentos, para la deteccion del virus de la gripe. Pueden ser
una alternativa en algunos laboratorios pero teniendo en cuenta que en el
contexto de una pandemia se requeririan pruebas adicionales para realizar el

subtipado.

La linea celular A549, utilizada comUnmente en los laboratorios para el
aislamiento de otros virus respiratorios, no es inferior a la linea MDCK en el

cultivo de la gripe A (H1N1)v.

La excrecién viral prolongada (EVP) es una complicacién frecuente en los
pacientes hospitalizados con gripe pandémica. Se observa mas
frecuentemente en pacientes inmunodeprimidos y que requieren ventilacién

mecanica.

Las recomendaciones futuras relativas a los periodos de aislamiento
respiratorio en pacientes hospitalizados con gripe deberian considerar la

frecuencia y las consecuencias de este fenobmeno de EVP.

Los pacientes con EVP presentan una estancia hospitalaria mas larga y peor

evolucion.

El estudio del aclaramiento viral puede ser una herramienta diagnostica de

utilidad en la identificacion de pacientes con mal prondstico.
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8. CONCLUSIONES

8. La gripe es una causa comun de enfermedad respiratoria aguda en pacientes
ingresados en unidades de cuidados intensivos durante la epidemia
estacional que a menudo no es sospechada. Esto se asocia a un retraso en
el inicio del tratamiento antiviral que puede favorecer la transmisién

nosocomial de la gripe.

9. Para evitar este infradiagnéstico y sus consecuencias seria recomendable
hacer una busqueda sistematica de gripe en muestras respiratorias
obtenidas de pacientes ingresados en UCI con sospecha de infeccién del

tracto respiratorio inferior durante la epidemia estacional.

10. Los aspirados traqueales, que son muestras rutinarias y de facil obtencién
en pacientes intubados, son mas eficientes en la deteccion del virus de la
gripe que los exudados nasofaringeos. Sin embargo, para un diagnostico

Optimo se deberian analizar ambas muestras.
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