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RESUMEN

Introduccion: Nuestro objetivo ha sido evaluar la aplica-
cion de técnicas moleculares en la vigilancia de gripe, asi como
describir caracteristicas clinicas y epidemiologicas de los casos
diagnosticados en las temporadas 2007-2008 y 2008-2009.

Métodos: se analizaron 183 frotis faringeos procedentes
de otros tantos pacientes remitidos al laboratorio de virologia
por la Red de Médicos Centinelas de Castilla y Leon, para el es-
tudio de virus gripales mediante la técnica de shell-vial y RT-
PCR multiple capaz de detectar de forma simultanea, virus gri-
pales A, B, C, virus respiratorio sincitial A, B y adenovirus.

Resultados: Mediante cultivo celular se aislaron 17 virus
gripales A y 19 virus gripales B (19,7% del total). Por RT-PCR
multiple, se detectaron 49 virus gripales A, 29 virus gripales B,
un virus gripal C, 3 virus sincitiales tipo A u otro B y 6 adenovi-
rus, (44,3% del total). Todos los virus gripales aislados por cul-
tivo celular se detectaron mediante RT-PCR. Por RT-PCR se de-
tectaron 5 coinfecciones, que supuso un 6,25% de
coinfecciones sobre las muestras positivas. La edad media de
los pacientes fue de 29 afios (SD=21,07). La proporcion de mu-
jeres y hombres correspondio al 43,7% vy 56,3% respectiva-
mente. El numero de casos diagnosticados en relacion a la
edad sigue un patron de correlacion lineal negativa.

Conclusiones: La RT-PCR se presenta como una herra-
mienta util para la vigilancia epidemiologica de la gripe permi-
tiendo ademas subtipar los virus gripales y detectar otros virus
implicados en procesos respiratorios de forma simultanea.
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molecular.
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ABSTRACT

Introduction: Our objective was to evaluate the ap-
plication of molecular techniques in the surveillance of
influenza, and to describe clinical and epidemiological
characteristics of cases diagnosed in 2007-2008 and
2008-2009 seasons.

Methods: We analyzed 183 pharyngeal swabs from
the same number of patients referred to the virology la-
boratory of the Sentinel Physician Network of Castilla y
Leon, the study of influenza viruses by shell-vial techni-
que and RT-PCR capable of detecting multiple Simulta-
neously, influenza virus A, B, C, respiratory syncytial vi-
rus A, B and adenovirus.

Results: Using cell culture were isolated 17 influenza
A viruses and 19 influenza B viruses (19.7% of total). By
multiple RT-PCR, was detected 49 influenza A virus, 29
influenza B virus, an influenza virus C, 3 syncytial virus
type A and other B and 6 adenoviruses (44.3% of total).
All influenza viruses isolated in cell culture was detected
by RT-PCR. RT-PCR by 5 co-infections were detected,
which represented a 6.25% of co-infections on the whole
of positive samples. The average age of patients was 29
years (SD = 21.07). The proportion of women and men
accounted for 43.7% and 56.3% respectively. The num-
ber of cases diagnosed in relation to age follows a pat-
tern of negative linear correlation.

Conclusions: RT-PCR is revealed as an useful tool
for epidemiological surveillance of influenza, allowing
also to detect viral subtypes along with other viruses in-
volved in respiratory infections.

Keywords: Influenza virus. Epidemiological alertness. Molecular diagnosis.
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INTRODUCCION

Los virus de la gripe son capaces de producir epidemias
anuales en el hemisferio norte y sur, con la consiguiente reper-
cusion econdmica y sanitaria que ello supone'-. Los programas
de vigilancia de la gripe llevados a cabo por la Red de Centros
Nacionales de Gripe distribuidos estratégicamente por todo el
mundo, tienen la mision de vigilar, contener y anticipar los
efectos que puedan provocar dichos virus. Uno de los principa-
les objetivos de los Centros Nacionales de Gripe es detectar
con rapidez la actividad gripal que pueda producirse en la po-
blacion que asiste. A este respecto, es fundamental una defini-
cion clinica que unifique la declaracion epidemioldgica lo ma-
ximo posible, maximizando las posibilidades de aislar virus
gripales de los pacientes declarados. Para ello, distintos traba-
jos indicaron hace tiempo la necesidad de recoger muestra en
los tres primeros dias del inicio de los sintomas de los pacientes
con clinica que cumpla la definicion previamente establecida.
Los Centros Nacionales, cuentan con un sistema de deteccion
clinica, compuesta por una Red de Médicos Centinela, encar-
gada de detectar los casos gripe en la comunidad. Otra de las
funciones de dicha Red de Centros de Gripe, es la de confirmar
el diagnostico etiologico vy aislar las cepas de virus que serviran
para la elaboracion de la vacuna antigripal anual. El cultivo ce-
lular es fundamental para la recuperacion de virus viables ne-
cesarios para dicho cometido. Sin embargo, las nuevas técnicas
moleculares podrian complementar y afadir nuevos datos a
los estudios epidemioldgicos y sobre la etiologia.

La aparicion de distintas experiencias con diagnosticos ba-
sados en la deteccion de genoma del virus puede dar lugar a
una nueva y diferente forma de realizar la vigilancia de gripe.
Sin abandonar el cultivo celular necesario para la recuperacion
de virus cultivables, el Centro Nacional de Gripe de Valladolid
adopto una PCR multiple* capaz de detectar virus gripales A, B
y C asi como otros virus respiratorios de circulacion invernal en
el hemisferio norte.

En el presente estudio, se propone como objetivo evaluar
la aportacion de técnicas moleculares para el diagndstico de
virus respiratorios aplicada a la vigilancia de gripe, como he-
rramienta adicional al cultivo virico tradicional. Por otra parte,
se pretende describir las caracteristicas clinicas y epidemiologi-
cas de los casos diagnosticados por la Red de Vigilancia de Mé-
dicos Centinela de Castilla y Leon, durante las temporadas epi-
démicas 2007-2008 y 2008-2009.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y muestras clinicas. Se seleccionaron aquellos
pacientes compatibles con clinica gripal, que acudieron a la
consulta de médicos centinela adscritos al programa de vigi-
lancia de la gripe en Castilla y Leon, procediéndose a una toma
de muestra faringea por paciente. Los criterios de inclusion de
los pacientes para estudio viroldgico estan descritos en el pro-
grama anual de gripe®. Basicamente consisten en la presencia
de seis sintomas o criterios clinicos fuera del periodo epidémi-

coy al menos cuatro en el periodo epidémico de los siguientes:
aparicion subita, fiebre, escalofrios, astenia y postracion, mial-
gias, tos, contacto con enfermo de gripe y sintomas respirato-
rios de vias altas. Las muestras se remitieron al Centro Nacio-
nal de Gripe acompafiadas de un volante de peticion
debidamente cumplimentado, donde se recogieron los datos
epidemioldgicos del paciente (edad, sexo, fecha de toma de
muestra, lugar de procedencia, estado vacunal del paciente,
caso esporadico o brote epidémico) y clinicos anteriormente
mencionados, asi como los datos del médico peticionario.

Analisis de muestras. Las muestras fueron analizadas en el
laboratorio de Virologia del Centro Nacional de Gripe de Valla-
dolid. Todas las muestras se procesaron en paralelo mediante
la técnica de lisis-centrifugacion para cultivo en shell vial® y
una RT-PCR multiple*. Para el cultivo por shell vial, tras la lisis-
centrifugacion, las muestras se incubaron en contacto con cé-
lulas MDCK en monocapa, fijadas en una base de vidrio deposi-
tada en el fondo de pequefos viales cilindricos de 14 mm de
diametro. Para el revelado y observacion al microscopio de
fluorescencia, se utilizaron anticuerpos monoclonales marca-
dos con fluoresceina, frente a los virus de la gripe Ay B (Ima-
gen, Dako AS).

La segunda técnica empleada para el diagnostico en para-
lelo de virus gripales, basada en métodos moleculares, consis-
ti6 en una RT-PCR nested multiple organizada en dos reaccio-
nes, una primera RT-PCR y otra sequnda reacciéon de una
nested-PCR, capaz de detectar de forma simultanea virus gri-
pales A, By C, adenovirus y virus respiratorio sincitial Ay B

La primera reaccion de RT-PCR se realizd utilizando un kit
de RT-PCR de Access de Promega®, con un set compuesto por
la enzima retrotranscriptasa, la enzima Taq polimerasa, tam-
pon de reaccion, dNTPs, SO4Mg y controles de amplificacion.
Para la reaccion se partio de 5 pl de extracto gendmico y un
termociclador convencional, en el que se siguio el siguiente
programa de temperaturas: un ciclo a 48° C durante 45 minu-
tos para transcribir el RNA a cDNA; un ciclo a 95° C durante 3
minutos para inactivar la retrotrancriptasa y preparar la reac-
cion de amplificacion; 45 ciclos a 95° C durante 30 segundos
(desnaturalizacion), 50° C durante un minuto (alineamiento) y
72° C durante un minuto (elongacion); por ultimo, un ciclo fi-
nal a 72° C durante 10 minutos.

En la sequnda reaccion de nested-PCR, se partio de 5 ul de
la primera reaccion de RT-PCR, y se utilizo el kit GeneAmp® de
Applied Biosystems, que suministra la enzima Taq polimerasa,
MgCl2 y tampdn de reaccion. Dicha reaccion se llevo a cabo
igualmente en el mismo termociclador convencional con el si-
guiente programa de temperaturas: un ciclo a 95° C durante 4
minutos; 35 ciclos a 94° C durante 30 segundos, 55° C durante
un minuto y 72° C durante 30 segundos; finalmente un ciclo a
72° C durante 10 minutos.

La visualizacion se realizo por separacion de los fragmen-
tos genomicos amplificados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%. La interpretacion de los resultados se hizo en
funcion del tamafio molecular, correspondiendo a la gripe A
un tamafo de 301 pb, a la gripe B un tamafo de 226 pb, a la
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gripe C un tamafio de 111 pb, al virus respiratorio sincitial tipo
A un tamafo de 363 pb, al tipo B un tamafo de 661 pb y al
adenovirus un tamafio de 168 pb.

El subtipo de gripe A se determind por el tipo de hema-
glutinina mediante la misma técnica de RT-PCR nested, en la
que se utilizaron los siguientes cebadores en el primer paso de
RT-PCR: PHA1+ (5°-3") GGGGTTAGCAAAAGCAGGRG; PHA1-
CAWCCRKCIAYCAKICCWKICCAICC. Para la segunda reaccion
de nested PCR se utilizaron los siguientes cebadores: H1+SSEQ
CAATATGTATAGGCTACCATGC; H1-ASEQ CCCTCAA-
TRAAACCRGCAAT, para el subtipo H1 'y H3+SSEQ GACACCATG-
CAGTGCCAA; H3-ASEQ CCCTCCCAACCATTTTCTAT, para el sub-
tipo H3.

Para la extraccion de acidos nucléicos previa a la detec-
cion genomica por PCR, se utilizd un extractor automatico, ba-
sado en el método boom empleando una suspension de parti-
culas de silice magnética capaces de atrapar a los acidos
nucléicos y separarlas mediante la aplicacion de un campo
magnético y sucesivos lavados, por medio de un autoanaliza-
dor que permite la extraccion de 24 muestras por ronda de
trabajo (FasyMag, Biomerieux, France).

Para el procesamiento de los datos se utilizo el programa
informdtico Epidat 3.1 y el paquete estadistico de Microsoft
Office Excel 2007.

RESULTADOS

Desde Octubre del 2007 hasta Febrero del 2009, se inclu-
yeron un total de 183 pacientes que presentaban cuadros
compatibles con sindromes gripales, seleccionados por médi-
cos pertenecientes a la Red Centinela de Vigilancia de la Gripe
de Castilla y Ledn (Spain). Las edades de los pacientes se en-
contraron en rangos entre 2 y 83 afios, con una media de 28,9
anos (SD=21,07) y una mediana de 28 afos. La proporcion de
mujeres y hombres en la serie analizada, fue del 45,7% vy
54,3% para la temporada 2007-2008; y del 41,3% y 58,3% pa-
ra la temporada 2008-2009, respectivamente. La proporcion
media de ambas temporadas correspondio al 43,7% para mu-
jeresy al 56,3% para hombres.

En la figura 1y 2 se representa el nimero de muestras
procesadas en relacion a la edad y virus detectados mediante
PCR. La grafica de la temporada 2007-2008 presenta un coefi-
ciente de correlacion lineal de -0,96 (r=-0,96) en funcion de la
edad y positividad de la muestra, y la de la temporada 2008-
2009 presenta un coeficiente de correlacion lineal de -0,76
(r=0,76).

En la figura 3 y 4 se muestra, el nimero de detecciones de
virus gripales, mediante técnicas de PCR en las temporadas
2007-2008 y 2008-2009, respectivamente, en relacion al nu-
mero total de muestras procesadas.

El cultivo celular, confirmo el diagnostico de gripe en el
20% de los pacientes que cumplian criterios clinicos de sospe-
cha de gripe. La RT-PCR confirm¢ el diagndstico de gripe en el
43% de los casos. En el 3,8% de los pacientes, se confirmd el
diagnostico de otros virus respiratorios no gripales.

Tabla 1 Frecuencia sintomas gripales en los

pacientes estudiados.

Frecuencia en
pacientes con
diagnostico de

Frecuencia en
pacientes con
clinica gripal (%)

laboratorio
confirmado (%)

Aparicion subita 95,45% 96%
Fiebre 95,45% 100%
Escalofrios 85,22% 86%
Astenia y postracion 94,31% 100%
Mialgias 84,1% 82%
Tos 84,1% 90%
Sintomas respiratorios

de vias altas 82,95% 84%

Mediante cultivo celular, se aislaron en la temporada
2007-2008, 6 virus gripales A'y 17 virus gripales B, que supuso
un 25% de positividad sobre todas las muestras analizadas,
mientras que en la temporada 2008-2009 se aislaron 11 virus
gripales Ay 2 virus gripales B, representando un 14,3% de po-
sitivos sobre el total de muestras, lo que indica un descenso
significativo de incidencia. Por medio de la técnica de RT-PCR
multiplex, en la temporada 2007-2008, se detectaron 28 virus
gripales A (todos subtipo H1), 27 virus gripales B, un virus gri-
pal C, un virus respiratorio sincitial B y cuatro adenovirus,
constituyendo un 61% de positividad del total de las muestras.
En la temporada 2008-2009, por PCR, se detectaron 21 virus
gripales A (20 subtipos H3 y un subtipo H1), 2 virus gripales B,
2 adenovirus y 3 virus respiratorios sincitiales tipo A, corres-
pondiendo un 30,7% de positividad sobre el total de muestras.
Todos los virus gripales aislados por cultivo celular, se detecta-
ron mediante RT-PCR en ambas temporadas, lo que supone
una sensibilidad del 100% para la PCR. Ademads con esta ultima
técnica se detectaron cinco coinfecciones (todas ellas en la
temporada 2007-2008), que supuso un 6,25% de coinfeccio-
nes sobre el total de las muestras positivas de las dos tempora-
das de estudio, correspondiendo dos a gripe Afadenovirus, una
a gripe A/gripe B, una a gripe B/gripe Cy una a gripe B/adeno-
virus.

La proporcion de mujeres y hombres correspondientes a
los virus gripales A detectados fue del 42,8% y 57,2% (p=0,14),
y para los virus gripales B fue del 509% para ambos sexos.

De los 183 pacientes, solo 13 refirieron estar vacunados
entre los afos 2007 y 2008 frente a los virus gripales. En dos
pacientes, de los 13 vacunados, se detectaron virus gripales. El
primero de ellos, se tratdé de una mujer de 62 afos con diag-
nostico de gripe B e identificado como brote familiar aparecido
en el mes de Abril del 2008. El segundo de ellos, fue una mujer
de 74 afos con diagnostico de gripe A subtipo H3 en el mes de
Enero del 2009.

La frecuencia de los sintomas clinicos descritos para los
pacientes seleccionados con sospecha de infeccion gripal, tan-
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Tabla 2

Proporcion de muestras positivas en relacion al momento de la toma de muestra y técnica empleada.

Dias transcurridos

desd’e el inicio de N de muestras Ne de _ N° de + por PCR Ne + por ambas  N° + por P_CR y - N°+ por cultivo
los sintomas hasta + por cultivo técnicas por cultivo y - por PCR
la toma
<3 dias 158 31 65 14 31 34
0 >3 dias 25 5 5 9 0

to en el global de los pacientes diagnosticados de forma clinica
como los confirmados por métodos de laboratorio, se relacio-
nan en la tabla 1.

En la tabla 2 se muestra el rendimiento diagndstico para
los virus gripales utilizando el cultivo y la PCR en relacion al
momento de la toma de muestra en el curso de la enfermedad.
Las muestras se dividen en dos grupos; uno, en el cual, la toma
se realizd en los dos primeros dias desde el inicio de los sinto-
mas; y otro grupo, donde la toma se realizo a los tres 0 mas di-
as desde el inicio de los sintomas. Mediante cultivo celular, se
diagnosticaron el 58% y 50% de los virus detectados por PCR
para ambos grupos respectivamente.

DISCUSION

La RT PCR confirmo el diagnostico de gripe en el 43% de
los pacientes con criterios clinicos de sospecha de gripe, con-
trastando con tan solo el 20% de aislados por cultivo, resulta-
dos esperados por la mayor sensibilidad de las técnicas mole-
culares’. Estos hallazgos de sensibilidad con RT-PCR multiple,
se presentan similares a nuestros homologos en Francia para el
programa de Vigilancia de Gripe, comunicados por Plouceau
et al', para la temporada 2006-2007. Con los datos obtenidos
mediante biologia molecular, se confirma un elevado porcen-
taje de casos sospechosos de gripe diagnosticados con criterios
clinicos, que demuestra la buena correlacion y especificidad de
la sintomatologia clinica descrita para los virus gripales. Estos
hechos, de importancia en el contexto de la vigilancia de gripe,
demuestran que la seleccion de casos por los médicos centine-
las, se realiza de forma eficaz a juicio de la clinica consensua-
da. En tan s6lo un pequefio porcentaje de casos, se diagnosti-
caron otros virus respiratorios (3,8%) mediante PCR.

Todos los virus gripales tipo A detectados en la temporada
2007-2008, fueron subtipos H1. Esto supone un cambio epide-
miologico de circulacion de virus gripales A con respecto a
anos anteriores, en el que en nuestro entorno europeo'®', pre-
domind el subtipo H3. A diferencia de Estados Unidos, en don-
de la circulacion de subtipos H1 fueron mds abundante en
anos anteriores, con un 70% de prevalencia en la temporada
2006-2007 '2, y un predominio de H3 (75%), en la temporada
del 2007-2008 '3. Por el contrario, en la temporada 2008-2009,
todos los hallazgos de gripe A fueron subtipo H3, excepto uno
que se confirmo subtipo H1 de origen humano, detectado en-
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tre los ultimos de |a serie a finales de Enero del 2009. Este he-
cho precede a poco tiempo de la llegada de la nueva variante
H1N1, emergida de México a finales de Marzo del 2009'+5.

Las infecciones respiratorias por virus gripales parecen in-
cidir con mayor frecuencia en los segmentos de edades mas
cortas, aunque la gravedad también puede ser importante en
edades avanzadas'®". En la presente serie, la edad media fue
de 28,9 afos, con una mediana de 28 afios, estando represen-
tados en proporcion decreciente los diferentes grupos etarios
conforme avanzamos en la edad, aunque en la temporada
2008-2009, dicha relacion no se mostré de forma tan evidente.
Estos hallazgos se muestran concordantes con otros estudios
en los que se han documentado dichas relaciones de prevalen-
cia de virus gripales con la edad®-?°. Sin embargo, otra serie es-
pafiola comunicada por Lenglet AD et al '8 no refieren diferen-
cias en la prevalencia por edades. El rango de edad fue muy
amplio, desde los dos hasta los 83 afos de edad, lo que de-
muestra y recuerda la importancia que estos virus supone para
la poblacion en general y que ningun grupo de edad esta exen-
to de padecer estas patologias; incluso pacientes vacunados,
pueden sufrir la agresion de estos virus altamente variantes. En
la presente serie se confirmaron dos casos en pacientes recien-
temente vacunados, uno de gripe A y otro de gripe B, confir-
mandose la relativa eficacia de la vacuna antigripal.

No se ha encontrado diferencia significativa en la preva-
lencia por sexo (p=0,14) de los pacientes infectados por el virus
gripal A, aunque ligéramente a favor de los hombres; asi, el
57,2% de los confirmados eran hombres y el 42,8%, mujeres.
Estas proporciones son similares a las halladas en otras series
espafolas de mayor duracion, como la comunicada por Lenglet
AD et al '® aunque con mayores diferencias significativas, que
incluyen las temporadas comprendidas entre el afio 2000 y
2004, y reflejan una proporcion para mujeres y hombres del
40% vy 60%, respectivamente, para los aislados gripales A;
también los de Arostegi et al 2!, que incluyeron 84 casos de vi-
rus gripales, con una proporcion de 41,7% y 58,3% para muje-
res y hombres, respectivamente. Para los virus gripales B, no se
ha encontrado ninguna diferencia en la distribucion por sexo,
con un 50% de representacion para ambos sexos.

El numero de virus detectados mediante PCR, fue muy su-
perior al nimero de aislados por cultivo celular independiente-
mente al momento de la toma de muestra en el transcurso de
la enfermedad, tanto si se hizo en los dos primeros dias como
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Figura 2 Muestras procesadas por rango de edad en relacion a vi-

rus detectados por PCR multiple de la temporada epidé-
mica del 2008-2009.
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Figura 1 Muestras procesadas por rango de edad en relacion a

virus detectados por PCR multiple de la temporada epi-
démica del 2007-2008.
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Figura 4 Evolucion de muestras procesadas y virus gripales detec-

tados a lo largo de la temporada 2008-2009 mediante
RT-PCR multiple.
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Figura 3 Evolucion de muestras procesadas y virus gripales detec-
tados a lo largo de la temporada 2007-2008 mediante
RT-PCR multiple.
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en el tercer o mas dias desde el inicio de los sintomas. En los
dos grupos separados por momento de toma, la PCR mostro
un rendimiento de casi el doble con respecto al cultivo, coinci-
diendo con otra serie americana 22 de similares caracteristicas.

Los signos o manifestaciones clinicas mas frecuentes, tan-
to en el total de pacientes sospechosos como en los confirma-
dos por diagnostico de laboratorio, fueron la fiebre y la astenia,
representandose incluso en el 100% en los casos confirmados.
La aparicion subita se encontrd en sequndo lugar como criterio
frecuente, seguido de la tos, escalofrios, sintomas respiratorios
de vias altas y mialgias.

En conclusion, podemos afirmar, que la RT-PCR se presen-
ta como una herramienta util para la vigilancia epidemioldgica
de la gripe, aportando mayor sensibilidad y rapidez al diagnos-
tico. Ademas, permite subtipar los virus gripales y detectar
otros virus implicados en procesos respiratorios sin incremen-
tar susceptiblemente su coste en relacion al analisis individual,
con lo que supone un valor afadido al control y vigilancia de
gripe. Por otra parte, la prevalencia parece depender de la edad
y no estar directamente relacionada con el sexo en la serie es-
tudiada.

Son necesarios mas trabajos que demuestren la utilidad y
eficacia de la técnica de PCR en el manejo y vigilancia de la
gripe, aunque los datos obtenidos parecen apuntar a una bue-
na aplicacion en este campo.
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