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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son responsables de la mortalidad en
todo el mundo y los virus son los principales agentes etioldgicos que las causan. En la
categoria de virus respiratorio (VR) se incluyen los Virus de la Gripe A y B, el Virus
Sincitial Respiratorio, el Virus de Parainfluenza, Adenovirus, Coronavirus y Picornavirus
(Rhinovirus y Enterovirus). En este estudio, analizamos la incidencia de los virus
respiratorios en Asturias y, nos centramos en el Virus Sincitial Respiratorio y sus
genotipos circulantes por ser la mayor causa de hospitalizacién por infeccidn del tracto
respiratorio en nifios pequenos. La caracterizacion antigénica de la glicoproteina F de
104 muestras aisladas muestra que el subgrupo A es predominante, y que, durante el
periodo analizado, el genotipo ON1, el mas recientemente descrito, ya circula por

nuestra region.

SUMMARY

Acute respiratory infections (ARI) are responsible for mortality worldwide and viruses
are the main etiologic agents that cause them. In the category of respiratory virus (VR)
include the Influenza A and B, Respiratory Syncytial Virus, Parainfluenza virus,
Adenovirus, Coronavirus and Picornavirus (Rhinovirus and Enterovirus). In this study,
we analyzed the incidence of respiratory viruses in Asturias and we focus on the
circulation of Respiratory Syncytial Virus and its genotypes for being a main cause of
hospitalization for respiratory tract infection in young children. Antigenic
characterization of glycoprotein F of 104 isolates showed that the subgroup A is
predominant, and that during the period analyzed, the genotype ON1, the more

recently described, flowing through our region.
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ABREVIATURAS

ADENO: Adenovirus

CORONA: Coronavirus

ENTERO: Enterovirus

Ex. Nasal: exudado nasal

Ex. Faringeo: exudado faringeo

Ex. Nasofaringeo: exudado nasofaringeo

IA: virus de la gripe tipo A

IB: virus de la gripe tipo B

IRVA: infeccidn respiratoria de vias respiratorias altas
IRVB: infeccion respiratoria de vias respiratorias bajas
PARA: virus Parainfluenza

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

rpm: revoluciones por minuto

S. F.: sindrome febril

Taq polimerasa: polimerasa termorresistente

VSR: virus sincitial respiratorio
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. INTRODUCCION



1.1 Las infecciones respiratorias agudas (IRA).

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son la primera causa de morbilidad y una
de las principales causas de mortalidad en todo el mundo, especialmente, entre los 2 y
6 meses de vida.l

Los virus son los principales agentes etioldgicos de las IRAs, tanto en la patologia
adulta como en la infantil, responsables del 50 al 90% de estas infecciones.?

Una de las principales caracteristicas clinicas de las infecciones respiratorias agudas
es la inespecificidad de los sintomas: un mismo cuadro clinico puede estar causado por
distintos agentes virales, y un virus concreto puede producir diferentes cuadros
clinicos. Ademas, las IRA de etiologia viral suelen presentar algunas caracteristicas
comunes, como son la existencia de un periodo de incubacidon relativamente corto, o
mecanismos similares de transmisién. También es muy variable la gravedad de los
sintomas de una IRA, que puede determinar la necesidad de atencion médica primaria,
en centros de salud y en otras ocasiones, de atencidn medica hospitalaria.

A pesar de encontrarse a lo largo de todo el afio, las infecciones respiratorias
agudas de origen viral tienden a tener una estacionalidad, presentandose
principalmente en las épocas frias, en forma de brotes epidémicos de duracién e
intensidad variable3.

Las infecciones virales respiratorias son mas frecuentes y graves en las edades mas
tempranas de la vida. Cuanto menor es la edad del paciente, mayor es la inmadurez
del sistema inmunitario y mayor es la posibilidad de tener una primoinfeccion, (que
tiende a ser mds grave que la reinfecciéon por el mismo virus). Los nifios pueden
presentar entre seis y ocho infecciones respiratorias al afio, muchas de las cuales,
sobre todo las que ocurren en el periodo de lactante, afectan a las vias respiratorias
inferiores®.

El modo de adquisiciéon de las infecciones virales respiratorias es similar para la
mayoria de los virus. La fuente de contagio, en general es por via directa, a través de
secreciones respiratorias de un individuo enfermo o portador de una infeccién
subclinica. Una vez que el virus alcanza la mucosa respiratoria, atraviesa las barreras

defensivas locales (mucus, transporte ciliar, tos) se adsorbe y penetra en las células del



tejido superficial respiratorio, invade la submucosa y compromete los ganglios
regionales. La infeccion se propaga por vecindad hacia las regiones colindantes, sin
necesidad de paso a través de la sangre. El sistema diana es el aparato respiratorio.
Esto explica su corto periodo de incubacion (de 1 a 3 dias) y su alta contagiosidad, ya
que el virus se multiplica activamente en una puerta de entrada abierta hacia el
exterior>.

Aunque no existe un consenso en cuanto al sitio anatdmico que separa las
infecciones respiratorias en vias altas y bajas, se acepta como infeccidn respiratoria de
vias altas a toda aquella patologia que afecta al aparato respiratorio de laringe
proximal (incluyendo regién subglética). Sin embargo, se debe de tener presente que
muchas patologias respiratorias afectan tanto al tracto respiratorio superior como
inferior en forma concomitante o secuencial. Dentro del grupo de las infecciones
respiratorias de vias altas se pueden mencionar la otitis media aguda, sinusitis,
resfriado comun, faringoamigdalitis, faringitis, adenoiditis, laringitis obstructiva vy
epiglotitis. La laringotraqueobronquitis, traqueitis, bronquiolitis y neumonia adquirida
en la comunidad son los cuadros mds representativos de vias respiratorias bajas.

En la categoria de virus respiratorio (VR) se incluyen los Virus de la Gripe Ay B (IA,
IB); el Virus Sincitial Respiratorio (VSR), que es uno de los patégenos mas importantes
que causa infeccién en nifios pequefios® y, ademds, se ha demostrado que produce
infecciones respiratorias graves en ancianos y pacientes inmunocomprometidos’ &; el
Virus de Parainfluenza (VPI) tipos 1, 2 y 3; Adenovirus (ADV); Coronavirus (CoV);
Picornavirus (Rhinovirus (RhV) y Enterovirus (EnV)). En la Tabla 1 se describen las
caracteristicas de los virus respiratorios detectados y los principales cuadros clinicos

gue se asocian.



TABLA 1: Principales virus respiratorios, caracteristicas y cuadros clinicos mas frecuentes.

VIRUS

CARACTERISTICAS
BIOLOGICAS

CUADROS CLINICOS

Virus Sincitial
Respiratorio (VSR)

Virus RNA
Familia Paramyxoviridae
Subfamilia
Pneumovirinae
Grupos Ay B

Estacionalidad: noviembre a
enero
Edad: lactantes pequefiios
Bronquiolitis, sibilancias
recurrentes, neumonias

Rhinovirus

Virus RNA
Familia Picornaviridae
Grupos A,ByC

Estacionalidad: septiembre y
abril-mayo
Responsable del 50% de las IRA a
todas las edades.
Lactantes: sibilancias

Adenovirus

Virus DNA
Familia Adenoviridae
55 serotipos

Estacionalidad: invierno,
primavera y comienzo del verano
Edad: todas. Cuadros clinicos
variados que afectan a multiples
organos
Infecciones respiratorias: fiebre
faringoconjuntival, bronquiolitis,
neumonias, sindromes febriles

Gripe

Virus RNA
Familia
Orthomyxoviridae
TiposA,ByC

Estacionalidad: invierno
Edad: todas especialmente < 5
anos
Sindromes febriles. Gripe
Lactantes: sindromes febriles,
sibilancias recurrentes,
bronquiolitis, neumonias.
Convulsiones febriles

Parainfluenza

Virus RNA
Familia Paramyxoviridae
Género Paramyxovirus:

Edad: < de 5 afios
Bronquiolitis y neumonia en

lactantes
tiposly 3 ¢
Virus RNA Estacionalidad: febrero a abril
Familia Paramyxoviridae Edad: 50% menores de 12
Metapneumovirus Subfamilia meses(en general < 2 afios)
Pneumovirinae Grupos Bronquiolitis, sibilancias
AyB Recurrentes
Responsables de un 15-30% de
las IRA
. Virus RNA . ST
Coronavirus . - Finales de invierno, principios de
Familia Coronaviridae .
primavera

Bronquiolitis, neumonia




1.2 Coinfecciones.

Un hallazgo bastante comun en las infecciones viricas respiratorias es la relativa
frecuencia con la que se observan las denominadas infecciones dobles, coinfecciones o
infecciones por multiples virus. La deteccidén de dos o mas agentes viricos en un mismo
proceso respiratorio puede ser interpretada como infeccidon doble (multiple) de las
células del tracto respiratorio, sin embargo, también deberia contemplarse Ia
posibilidad de que sélo uno de los virus sea el verdadero causante del sindrome vy, el
segundo (o el resto), refleje una colonizacién asintomatica del tracto respiratorio. Por
tanto, seria mas preciso hablar de codeteccion o deteccién multiple de virus en una
misma muestra respiratoria. Las infecciones respiratorias atribuidas a mas de un
agente virico no es un fendmeno que haya surgido con la generalizacién de las técnicas
moleculares en los laboratorios de microbiologia diagnostica.

Una opcidn para tratar de determinar la verdadera implicaciéon de un virus en la
patologia respiratoria podria ser la cuantificacion del mismo, no obstante, debemos de
ser conscientes de los problemas que plantea este tipo de muestras, muy variables en
lo que respecta a localizacidn, cantidad de muestra obtenida y homogeneidad de las

mismas.

1.3 Virus Sincitial Respiratorio (VSR).

El Virus Sincitial Respiratorio (VSR) fue aislado por primera vez en 1955 a partir
de las secreciones respiratorias de chimpancés que presentaban un cuadro
respiratorio con estornudos, tos y produccién de moco. Los investigadores cultivaron
esas secreciones nasales, llamandolo agente de la coriza del Chimpancé (ACC), y lo
relacionaron con la infeccidn del tracto respiratorio alto que presentaban esos simios.’
Poco tiempo después, en 1956, Chanock y sus colaboradores aislaron un virus
semejante al ACC, a partir de un lactante con bronconeumonia, al cual Ilamaron

"agente Long" y otro, de un lactante con bronquiolitis, al cual llamaron "Snyder".



Cuando se los caracterizo serolégicamente y fenotipicamente ambos virus parecian ser

el mismo ACC vy, debido a esto, se lo renombré como Virus Sincitial Respiratorio.®

El VSR es el responsable de la muerte de aproximadamente cinco millones de
personas anualmente en todo el mundo, y, la OMS, lo considera un patdogeno de
interés para el desarrollo de nuevas vacunas, al no existir ningln tratamiento antiviral

especifico.!!

1.3.1 Patogenia y patologia

El VSR es contagioso y se transmite por contacto con secreciones respiratorias,
principalmente por contaminaciéon de las manos y la subsiguiente inoculaciéon de la
mucosa nasal y conjuntiva. El periodo de incubacién es de 4 a 5 dias y la excrecion viral

puede persistir desde una hasta tres semanas.*?

La infeccidn se inicia por multiplicacién del virus en las células epiteliales del
tracto respiratorio superior y se propaga hacia el tracto respiratorio inferior,
probablemente a través de la aspiraciéon de secreciones infectadas, aunque puede
extenderse de célula a célula mediante la fusion de sus membranas, provocando

infecciones respiratorias agudas (IRA), bronquiolitis y neumonia.

Las infecciones causadas por las variantes del subgrupo A estan asociadas a
cuadros clinicos mas severos y a la produccion de cargas virales significativamente mas

altas que las causadas por el subgrupo B.*3

Aunque el VSR es neumotroépico, este no estd estrictamente limitado al tracto
respiratorio. En los nifios o0 adultos inmunocomprometidos, el virus puede diseminarse
a otros organos tales como rifidn, higado y miocardio. Sin embargo, la viremia no se ha

descrito durante la infeccién en lactantes y nifios saludables.'*

La fase inicial de la enfermedad comienza con rhinorrea, acompafiada en algunos

casos con disminucion del apetito. La tos puede aparecer simultdneamente o durante



los tres primeros dias de inicio de los sintomas, también puede haber fiebre <38 2Cy

coriza.

Después que la tos se ha desarrollado, se puede comenzar con sibilancia, si la
enfermedad es leve, y, en los casos en que la enfermedad es severa, con disnea, y
puede ocurrir una retraccion intercostal y subcostal. La taquipnea severa es comun,
incluso en ausencia de una cianosis visible. En etapas avanzadas de la enfermedad,

donde la hipoxia es extrema, puede ocurrir fallo respiratorio.'®

El cuadro clinico de las infecciones por el VSR varia con la edad del paciente. Este
virus afecta fundamentalmente a nifios entre seis semanas y nueve meses de edad.'®
Son particularmente peligrosas en nifios con displasia broncopulmonar, enfermedades
cardiacas congénitas, prematuros, adultos mayores y pacientes
inmunocomprometidos.t” En los neonatos la mayoria de las infecciones por el VSR
producen solo sintomas respiratorios superiores, probablemente reflejando el efecto
protector de los anticuerpos maternos contra la infeccién del tracto respiratorio bajo
(IRB). La bronquiolitis es poco frecuente y la infeccién severa se caracteriza por letargo,
irritabilidad, fiebre inestable y no por signos respiratorios especificos. En nifios
mayores de un afio y adultos (en su mayor parte corresponden a reinfecciones), los

cuadros suelen ser leves y en algunos casos, asintomaticos.8

1.3.2 Tratamiento, prevencidn, control y vacunas.

El tratamiento sintomatico de las enfermedades respiratorias del tracto inferior
causadas por el VSRH requiere eliminacién de secreciones, administracion de oxigeno
himedo o asistencia respiratoria. También puede hacerse uso de broncodilatadores y
corticoides como antiinflamatorios. Entre la gran variedad que existen y los que se
encuentran en estudio, el mas utilizado es el palivizumab. Este a pesar de ser el mas
empleado presenta un elevado costo en el mercado internacional, por lo que los paises

en vias de desarrollo no pueden adquirirlo.*®



Entre las vacunas desarrolladas a lo largo de los afios se encuentran:

a)

b)

d)

Vacuna frente al virus respiratorio sincitial inactivada con formol. Esta
vacuna se comenzd a ensayar en los afios 60. Se administrd en lactantes a
partir de los 2 meses y en nifios hasta los 7 afios por via intramuscular y
en dosis repetidas. Esta vacuna marcé el desarrollo de nuevas vacunas
frente al VRS ya que los sujetos vacunados tuvieron mas enfermedad y de
mayor gravedad que el grupo control. Permitié conocer que la respuesta
inmunitaria frente al VSR es distinta a la que ocurre tras la infeccién.?°
Vacunas vivas atenuadas: de administracion tdpica por via nasal, para
replicar la infeccion natural sin producir enfermedad. A final de los afios
1960 se utilizaron varias vacunas termosensibles, es decir, que no
replicaban a temperaturas altas, con lo que se impedia la replicacion
pulmonar. Demostraron que los nifios vacunados con esta vacuna por via
intranasal no presentaban enfermedad grave cuando se infectaban por el
VRS salvaje.?!

Vacunas de virus vivos atenuados, mediante ingenieria genética,
permitiendo introducir mutaciones en el genoma del VSR y analizar cdmo
influyen estas mutaciones en la atenuacidn del virus.??

También estan en desarrollo, vacunas que utilizan virus quiméricos. Una
de éstas, llamada MEDI-534, utiliza un virus Parainfluenza-3 en el que se
incluyen segmentos genéticos para que exprese las proteinas F y G del
VSR, de forma que podria proteger frente a ambos virus el Parainfluenza-
3 y VSR. Se trata de una vacuna congelada, para administracidon por via

intranasal.?

Las vacunas en desarrollo deben demostrar una serie de datos, imprescindibles

previo a su incorporacién al calendario vacunal. Deberan ser vacunas seguras y que
protejan de la enfermedad grave desde edades muy tempranas. Los vacunados, en
caso de infeccién, no tendran una enfermedad potenciada. Serd importante demostrar

si las vacunas pueden neutralizar la replicacion viral en las mucosas, ya que, en estos

8



casos, la vacuna podria tener un efecto comunitario, fundamental para estimar el

impacto sobre la sociedad.?

1.3.3 Epidemiologia molecular.

La variabilidad de los aislamientos del VSR ha sido examinada a nivel antigénico y
genético. En 1985, Anderson y colaboradores mostraron que, los subgrupos Ay B han
existido por mas de 20 afios, que tienen una distribucién mundial y pueden co-circular
durante una misma epidemia. Estudios realizados con AcMs, mostraron que los
aislamientos de ambos subgrupos estdan presentes durante la mayoria de las
epidemias, y que sus proporciones relativas varian de afio en afio. En general, los virus

del subgrupo A, se han identificado mas frecuentemente que los del subgrupo B.%

Los virus aislados durante cinco periodos epidémicos fueron analizados en
Japdn.?® El subgrupo A predominé en el primer y ultimo periodos, mientras que el B se

detectd con mayor frecuencia durante tres periodos seguidos.

Se analizaron los aislamientos obtenidos durante 11 periodos epidémicos en
Birmingham, Reino Unido. Los genotipos se determinaron mediante transcripcion
reversa - reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y polimorfismo en la longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP), combinado con la secuenciacién nucleotidica
de las muestras seleccionadas. El subgrupo A predomind en ocho epidemias y el
subgrupo B en tres. En cada epidemia circularon diferentes genotipos dentro de cada
subgrupo. La prevalencia relativa de los genotipos varié cada afio, aquel que

predomind un afio decliné al siguiente.?’

En 2001, Venter y colaboradores realizaron un estudio de epidemiologia
molecular, en cepas aisladas en Soweto (Sudafrica) durante cuatro epidemias (1997-
2000). En cada una de ellas se detectd la circulacion de diferentes genotipos y el
cambio del genotipo predominante cada afio. Asi, dentro del subgrupo A, se observé
que durante 1997, predomind el genotipo GAS5, el cual fue reemplazado durante 1998

por el genotipo SAAL y este, a su vez, fue reemplazado por GA2 al siguiente afio. Este



ultimo genotipo predomind durante dos periodos consecutivos (1999-2000). En
relacidn con los genotipos pertenecientes al subgrupo B, se observé que los genotipos

GB3 y SAB3 fueron co-dominantes durante los cuatro afios analizados.?®

En 2003, se determind la circulacién de un nuevo genotipo (BA) perteneciente al
subgrupo B, el cual presenta una duplicacidon de 60 nucleétidos en el tercio C-terminal
del gen G. Se ha visto que este genotipo se ha diseminado de forma rapida por todo el

mundo, remplazando gradualmente al resto de los genotipos del subgrupo B.?°

En 2012, en Canada, se encontrd la circulacién de un nuevo genotipo (ON1),
perteneciente al subgrupo A. Dicho genotipo presenta una duplicacién de 72

nucleétidos (23 aa.) en el C- terminal del gen de la glicoproteina G.3°

1.3.4 Caracterizacién Viral.

El VSR se clasifica dentro del Orden Mononegavirales y pertenece a la Familia
Paramyxoviridae, Género Pneumovirus. Las particulas virales estan constituidas por
una nucleocdpside helicoidal cubierta de una envoltura lipoproteica, que el virus
adquiere al salir de la célula por gemacion. Esta envoltura contiene tres glicoproteinas
transmembranales, la proteina de unidn al receptor (glicoproteina G), la proteina de
fusidn (glicoproteina F) y una proteina pequefia hidrofébica'? (la proteina SH). La
Glicoproteina (G) es la responsable de la unién del virus al receptor celular en las
primeras etapas del ciclo infectivo. Su secuencia nucleotidica codifica para un

polipéptido de 282-322 aa. dependiendo de la cepa.3?

La proteina matriz (M) forma una cubierta proteica en la cara interna de la
envoltura. Las glicoproteinas estan organizadas por separado en espiculas virales, que
se visualizan como proyecciones cortas (11-20 nm) y poco separadas entre si (6-10
nm). La nucleocapside es una hélice simétrica en la que estd el acido ribonucleico viral
(ARNVv) asociado con la nucleoproteina (N),3? la fosfoproteina (P),33 la polimerasa (L)*2y
un factor antiterminador de la transcripcion (M2 o 22K)3**. El gen M2 contiene dos

marcos de lectura abiertos (ORF) que se solapan en 32 nucleétidos (nt). El producto del
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primer marco de lectura da lugar a una proteina, denominada M2-1 (ORF-1). La
segunda fase de lectura, M2-2 (ORF-2), codifica para una proteina que se ha

encontrado en los extractos de las células infectadas® (Figura 1).

A estas proteinas hay que afiadir las proteinas no estructurales (NS1 y NS2) que
se consideran asi, aunque no se han encontrado en viriones maduros porque abundan
en células infectadas.'? Se ha visto que estas proteinas estan implicadas en la evasion

de la respuesta inmune innata durante la infeccién por VSRH.3®

Fusion _. ’
{Proteina F) - Matriz

= (Proteina M)

Nucleocapside

helicoidal
; (ARN:N:P:L)
o~
V Ay
‘ s~ Envoltura
(Bicapa lipidica)
Union <—
(Proteina G)

Figura 1: Representacidén esquemdtica de la estructura del VSR.

El genoma del VSRH estd constituido por una molécula de ARN monocatenario,
de polaridad negativa y aproximadamente 15,2 kb, que codifica para 10 ARNm. Cada
uno de ellos contiene un marco abierto de lectura (ORF), a excepcién del gen M2 que
tiene dos.3° Los ARNm tienen una caperuza (CAP) en el extremo 5 y estdn
poliadenilados en el extremo 3°. Cada gen comienza con una secuencia de 10
nucleédtidos (nt), muy conservada a excepcion del gen L, cuya funcién es controlar el
inicio de la transcripciéon y la adicién de CAP y acaba con una secuencia semi-
conservada de 12 a 13 nt, que dirige la terminacidon de la transcripciéon y la
poliadenilacion del ARNm. Los nueve primeros genes estan separados por regiones
intergénicas que varian en longitud de 1- 56 nt y carecen de secuencias consenso.3” Los

dos ultimos genes, M2 y L, se solapan en 68 nt, por lo que la sefial inicio del gen L se
11



localiza dentro del gen M2. En cada extremo del ARN viral (ARNv) se encuentran dos
regiones no codificantes, una hacia el extremo 3" de 44 nt, y otra de 159 nt en el
extremo 5°. Veintiuno de los ultimos 24 a 26 nt de ambos extremos son
complementarios, lo que indica un alto grado de identidad entre los promotores de los

extremos 3” del ARN gendmico y antigendmico® (Figura 2).

W3l W52 W F il ZH G F I A
532 503 103 914 L 410 e 1903 pal  gp HUCLEOTICNOS
:II I I I 1 1 I 1 1 1 - & 1 -
3 19 24 1 9 ! 44 51 46 B 3
15000
HUCLEQTID 8

Figura 2: Mapa genético del VSR. En la parte superior se indica el nombre y la longitud
(nucledtidos) de cada gen. En la parte inferior se sefialan las posiciones y longitudes de las
secuencias intergénicas y la regién de solapamiento entre los genes M2 y L.
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Il. OBIJETIVOS
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2.1 Objetivos.
e Analizar la incidencia de los virus respiratorios en pacientes diagnosticados en
el Hospital Universitario Central de Asturias en una temporada epidemioldgica.
e Conocer el papel del Virus Sincitial Respiratorio (VSR) como productor de IRAB.

e Caracterizar los genotipos de VSR circulantes en Asturias en esa temporada.

14



lIl.  PACIENTES, MUESTRAS Y METODOS
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3.1 Pacientes y muestras.

Desde el 1 de Septiembre del 2014 al 30 de abril del afio 2015 se recogieron un
total de 2993 muestras (175 exudados nasales y 720 nasofaringeos, 322 lavados
nasales profundos, 1648 faringeos y 88 aspirados) en un medio de transporte de virus
(ViralPack; Biomedis S.L® Madrid) que se enviaron al servicio de Virologia del Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA) para el diagndstico de infecciones virales y se
mantuvieron a 42C hasta su procesamiento e inoculacion.

Los procesos se dividieron en Infecciones respiratorias de vias altas (IRVA), de vias

bajas (IRVB), sindromes febriles (SF) y Otros.

Las muestras eran enviadas desde distintas areas sanitarias, con diferentes
localizaciones geograficas dentro del Principado de Asturias. Se incluyeron en la Zona
central, las muestras recibidas de Oviedo; la zona de la Costa oriental de Asturias,
formada por Gijon y Arriondas; en la zona interior, las muestras recibidas de las areas
sanitarias del interior de Asturias, formada por Sama de Langreo, Mieres y Cangas del
Narcea; y, en la Costa occidental, Avilés y Jarrio. Las muestras de cada drea sanitaria

segln su diagndstico se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Clinica presentada por los pacientes procedentes de las distintas areas.

Costa Occidental Zona Interior Ofic::r:taal Zona central Total

Otros 40 48 34 55 177
IRVA 63 113 46 1983 2205
IRVB 55 61 90 23 229
SF 96 115 85 86 382
Total 254 337 255 2147 2993

Estas muestras pertenecian a 2556 pacientes, de ellos 1324 (51,84%) eran
hombres y 1232 (48,16%) eran mujeres. La distribucién por sexo y grupo de edad, se

muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3: Distribucion de los pacientes segun la edad y el sexo.

Edad Hombres Mujeres Total
<2 afios 331 247 578
2-15 aios 399 387 786
>15 afios 592 589 1181
No datos 2 9 11
Total 1324 1232 2556

3.2 Métodos.

3.2.1 Diagnostico viral

El diagnostico viral se lleva a cabo de forma rutinaria en la Seccién de Virologia del
Servicio de Microbiologia del HUCA aplicando diferentes técnicas basadas en el
crecimiento del virus en diferentes lineas celulares y/o en la deteccidn de sus proteinas

y/o genoma.

3.2.1.1 Deteccidon de antigeno en la muestra por Inmunofluorescencia.

La torunda de recogida de muestra se introduce en un criovial con tampon PBS y
después de agitarla se retira y se centrifuga para recoger las células de la mucosa. El
precipitado se deposita sobre 6 pocillos de dos portaobjetos, se deja secar al aire, se
fijan las células depositadas y se realiza una tincién con anticuerpos monoclonales
especificos para cada virus (Pasteur Diagnostics).Se incuba en cdmara himeda durante
30 minutos a 372Cy, después de hacer lavados con PBS y dejar secar al aire, se observa

en un microscopio de fluorescencia (Figura 3).

Figura 3: Micrografia en la que se observan células
procedentes de un exudado faringeo infectadas por VSR
marcadas con un anticuerpo conjugado con fluoresceina.
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3.2.1.2 Cultivo rapido en “Shell-vial” y convencional.

El medio de transporte sin la torunda de recogida se descontamina con una mezcla
de antibidticos y se introduce en un criovial. A este sobrenadante se afiaden las células
sobrantes del proceso anterior. Esta mezcla se deja a 42C durante 1 hora y con ella se
inoculan lineas celulares (MRC-5, MK2, MDCK), previamente crecidas usando medio de
crecimiento (Bio-Whittaker, Bélgica), constituido por solucidn salina balanceada de
Earle, con 25 mM Hepes, sin L-Glutamina; Bio-Whittaker® (EMEM) + 6% suero bovino
fetal + 2% L-Glutamina (L-Glutamina 200mM en solucién 0,85% NaCl, Bio-Whittaker®)
+ 1% de aminoacidos no esenciales + 1% de mezcla antibidtico en tubos con fondo en
U (cultivo convencional) o sobre cubreobjetos introducidos en tubos con fondo plano
(cultivo rapido “Shell-vial”). Ambos cultivos se incuban en una estufa a 37°C en
presencia de 5% de CO.. El cultivo convencional se mantiene al menos 15 dias o hasta
observar un posible efecto citopatico. El cultivo rapido se mantiene tres dias. En todos
los casos se realiza una inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales especificos

para cada virus tal como se describe en el apartado anterior (Figura 4).

Figura 4: Micrografia en la que se observan células en
cultivo tipo “Shell-vial” infectadas por VSR marcadas con
un anticuerpo conjugado con fluoresceina.

3.2.1.3 Diagnéstico basado en técnicas de amplificacién gendmica

En todos los casos se guardd una alicuota a -409C utilizada para la extraccion de
los dcidos nucleicos presentes en las muestras respiratorias mediante la tecnologia de
particulas magnéticas recubiertas de silice. Para ello se realizd la extraccién en un

extractor automatico (Hamilton, Roche) siguiendo las indicaciones del proveedor.
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La deteccién de los diferentes genomas virales se llevé a cabo mediante la

técnica de la PCR a tiempo real (PCR-TR). Para ello, 5 pl del extraido fueron

amplificados usando el preparado comercial TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (4x)

en un volumen final de 10ul al que se le afaden los cebadores (450 nM) y las sondas

(125 nM) recogidas en la tabla 4.

Tabla 4: Cebadores y sondas utilizados en la deteccion de virus respiratorios.

Virus Nombre* Secuencia (5’ > 3')
IA-TR-S GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
1A IA-TR-A AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA
IA-FAM TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG
IB-TR-S AACATGGTAGTGAAACTGGGTGAA
1B IB-TR-A CAGCATGCGCATTTTGGAT
IB-NED ATAACCAGATGATGGTCAAA
VSRA-TR-S GCCAGTGGCATTGCTGTAT
VSRA-TR-A CTGACTACGGCCTTGTTTGT
VSR VSRB-TR-S GCAAGTGGTATAGCTGTAT
VSRB-TR-A CTGACTACAGCTTTGTTTGT
VSR-VIC AGAAGTGAACAAGATCAA
Para-TR-S CATGTMMATGCAACWGGMWCMWTA
Parainfluenza 1-3 Para-TR-A TGAWGMWGCCCAGATRACYAGA
Paral3-FAM TTTGYTATCCTTTAATGGAT
Picor-Ext-1 mod GCCCCTGAATGYGGCTAA
Picornavirus Picor-Int-4 mod GAIACYTGWGCICCCAT
Picor- VIC ACTTTGGGTGTCCGTGTT
Corol2-TR-S TATGTTGCWTTRCARACTGATGT
Corol2-TR-A TGMAGTTTGTGTAATAGCATCATTAAC
Coronavirus Coro34-TR-S GGCTGTATGATGAATGTTGCTAAGT
Coro34-TR-A GAMCCTGCACCTAAATGCMAA
Coro-VIC CAAGAAAATCAGAAAATT
Meta-TR-S CGCACTATGTGATTTTATGGATCTAGA
Metapneumovirus Meta-TR-A GCTTCAACAGTAGCTGACTCACTCTCT
Meta-NED AAGAACACACCTGTTACAATA
ADV2-TR-S CCAGGACGCCTCGGAGTA
ADV2-TR-A AAACTTGTTATTCAGGCTGAAGTACGT
Adenovirus ADV4-TR-S GGACAGGACGCTTCGGAGTA
ADV4-TR-A CTTGTTCCCCAGACTGAAGTAGGT
ADV2-NED AGTTTGCCCGCGCCACCG
ADV4-NED CAGTTCGCCCGYGCMACAG

*Los cebadores se denominan con un diminutivo del nombre del virus y las letras TR seguidas de S (Sentido) y A (Antisentido). Las
sondas se denominan con un diminutivo del virus seguido del fluoroforo que portan (FAM, NED o VIC)
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Las amplificaciones, asi como los andlisis de estas amplificaciones, se realizaron usando
un Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (ABI). El perfil térmico utilizado es
30 min a 50°C, 5 min a 95°C y 40 ciclos de 10 s a 95°C y 30 min a 60°C. Este sistema
permite detectar tres fluoroforos simultdneamente, por lo que en una misma reaccion
se pueden detectar hasta tres virus distintos. Asi, detectamos simultaneamente la

presencia de A, IB y VSR o de Parainfluenzavirus, Metapneumovirus y Coronavirus.

3.2.2 Caracterizacion molecular del VSR.

3.2.2.1 Identificacién del subgrupo de VSR (A y B)

Para saber si un aislado de VSR concreto era de tipo A o de tipo B se disponia de

dos métodos basados en la deteccién de un fragmento de la glicoproteina F.

El primero, utilizado desde hace tiempo en la Seccion de Virologia, esta basado en
una retrotranscripcion (RT)-PCR anidada. Esta consiste en una primera amplificacién de
la muestra, previamente extraida, mediante una RT-PCR usando como 0,5 uM de cada
cebador RSFAB41 y RSFAB 51 (Tabla 5) y el preparado comercial Titan One Tube RT-
PCR System (Roche). El resultado es sometido a una segunda amplificacién usando 0,5
MM de cada cebador RSFA8 y RSFA10 para amplificar VSR-A y RSFB112 y RSFB133 para
amplificar VSR-B (Tabla 5) y el preparado comercial Go Tag DNA Polymerase

(Promega). En ambos casos se siguid las instrucciones del suministrador.

Tabla 5: Cebadores utilizados para la identificacion de tipo de VSR mediante RT-PCR anidada.

Virus Reaccion Nombre Secuencia (5’ > 3’)
VSRAY B RT-PCR RSFAB41 ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT
RSFAB51 AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC
VSR A RSFA8 TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC
PCR 2 RSFA10 AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT
VSR B RSFB112 ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG
RSFB133 9GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador MyCycler™

Thermal Cycler (BioRad) usando los perfiles térmicos descritos en la Figura 5.
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Figura 5: Perfiles térmicos usados en la RT-PCR (izquierda) y en la PCR 2 (derecha) de la
RT-PCR anidada.

El producto de las amplificaciones se analizé en una electroforesis en gel de
agarosa (2%) con bromuro de etidio. EI ADN se visualizd tras exponer el gel a luz
ultravioleta en un transiluminador. El producto amplificado se comparé con el
marcador de pesos moleculares “50bp DNA ladder” (New England Biolabs) para
determinar su tamafio aproximado. Una muestra se considerd positiva para VSR-A y

VSR-B cuando se observaron bandas de 363 y 661 pb, respectivamente.

El segundo método, desarrollado mds recientemente, estad basado en una PCR-TR.
Para ello, 5 ul del extraido fueron amplificados usando el preparado comercial TagMan
Fast Virus 1-Step Master Mix (4x) en un volumen final de 10ul al que se le afiaden los
cebadores (450 nM) y la sonda (125 nM) recogidas en la tabla 6. Dado que la sonda es
comun, las reacciones deben de hacerse por duplicado (una usando los cebadores de
VSR-A y otra los de VSR-B). Las amplificaciones, asi como los andlisis de estas
amplificaciones se realizaron usando un Applied Biosystems 7300 Real Time PCR
System (ABI). El perfil térmico utilizado es 30 min a 50°C, 5 min a 95°C y 40 ciclos de 10
sa95°Cy 30 mina 60°C.

Tabla 6: Cebadores y sonda para la identificacidon de tipo de VSR mediante PCR-RT.

Virus Nombre* Secuencia (5’ > 3’)
VSR-A VSRA-TR-S GCCAGTGGCATTGCTGTAT
VSRA-TR-A CGGCCTTGTTTGTGGATAGT
VSR-B VSRB-TR-S GCAAGTGGTATAGCTGTAT
VSRB-TR-A TGACTACAGCTTTGTTTGTAGACAAC
VSR-Ay VSR-B VSR-NED AGAAGTGAACAAGATCAA

*Los cebadores se denominan con un diminutivo del nombre del virus y las letras TR seguidas de S (Sentido) y A
(Antisentido). La sonda se denomina VSR-NED ya que porta dicho fluoroforo.
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3.2.2.2 Caracterizacion de genotipos de VSR A

Para identificar el genotipo de un aislado concreto de VSR A, se amplifico un
fragmento de la glicoproteina G a partir del genoma extraido mediante una RT-PCR
semianidada. Esta consiste en una primera amplificacion de la muestra, previamente
extraida, mediante una retrotranscriptasa inversa (RT)-PCR usando 0,5 uM de cada
cebador VSR-G2-A-F y VSR-G2-A-R (Tabla 7) y el preparado comercial Titan One Tube
RT-PCR System (Roche). El resultado es sometido a una segunda amplificaciéon usando
0,5 UM de cada cebador VSR-G2-A-F2 y VSR-G2-A-R (Tabla 7) y el preparado comercial
Go Tag DNA Polymerase (Promega) siguiendo en ambos casos las instrucciones del
suministrador. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador
MyCycler™ Thermal Cycler (BioRad) usando los perfiles térmicos descritos en la Figura

5.

Tabla 7: Relacion de cebadores utilizados para genotipar VSR A

Nombre Reaccion Secuencia (5’ > 3’)

VSRG2AF RT-PCR GAAGTGTTCAACTTTGTA CC
VSRG2 AR RT-PCR y PCR2 CTGCAATTCTGTTACAGC AT
VSR G2 AF2 PCR2 GCAGCATATGCAGCAACA A

El resultado de la amplificacién se analizé en una electroforesis en gel de agarosa
(2%) con bromuro de etidio. El amplicdn obtenido (733 pb) se purificd del gel mediante
el preparado comercial Montage DNA Gel Extraction Kit (Millipore) y se secuencié
mediante el método de terminacion de la cadena (BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit) en un secuenciador automatico (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer;

Applied Biosystems, USA) utilizando los cebadores VSR-G2-A-R y VSR-G2-A-F2.

Las secuencias de nucleétidos obtenidas fueron alineadas con secuencias analogas
de aislados representativos de los genotipos de VSR-A descritos usando el programa
Clustal W (www.ebi.ac.uk) con los pardmetros por defecto del mismo. Los arboles

filogenéticos se crearon usando el programa TreeView (version 1.6.6).
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3.2.3 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa GraphPad Instat 3.0

for Windows 95 (GraphPad Software, California, EEUU).
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IV. RESULTADOS
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4.1 Epidemiologia de los virus respiratorios en Asturias.

De los 2556 pacientes en los cuales se llevod a cabo el estudio, en 1537 (60,13%) se

detectd al menos un virus.

4.1.1 Analisis en funcion de la edad.

De los 1537 pacientes en los que se detectd la presencia de algun virus respiratorio
398 (68,86%) eran menores de 2 afios, 501 (63,74%) tenian entre 2 y 15 afios y 638
(54,02%) eran mayores de 15 afios (Figura 6).

100% -
80% -
60% -
40% o
20% o

0% T T 1
<2 afnos 2-15 afos >15 afnos

Figura 6: Influencia de la edad en la deteccidn de virus respiratorios.

Los nifios menores de 2 aios sufren mas infecciones virales respiratorias (p<0,001).

4.1.2 Andlisis en funcion del sexo.

Entre los pacientes en los que se detecté al menos un virus respiratorio, 814
(61,48%) eran hombres y 723 (58,69%) mujeres. Esta distribucién se puede ver en la
Figura 7 y apreciar como no hay diferencias significativas en el sexo de los pacientes

(p>0,05).
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Figura 7: Influencia del sexo en la deteccion de virus respiratorios.

4.1.3 Andlisis en funcidn del lugar de procedencia.

Teniendo en cuenta la zona geografica, a 1077 (61,40%) pacientes de la zona
central se les detectd la presencia de un virus respiratorio; en la costa oriental a 149
(62,87%), en la zona interior a 175 (53,52%) y en la costa occidental a 136 (57,14%). La

Tabla 8 y la Figura 8 muestran estos resultados.

Tabla 8: Deteccidn viral segun el area.

Total

Zona interior 175
Costa Occidental 136
Costa Oriental 149
Zona Central 1077
Total 1537
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Figura 8: Influencia del area en la deteccidon de virus respiratorios.

Aunque no se encuentran diferencias significativas, entre la zona interior y la costa

occidental existe la mayor diferencia pero, en general, el andlisis de los datos no

mostré diferencias en lo que se refiere al lugar de procedencia de los pacientes.

414

Etiologia viral.

En 1537 pacientes se detectaron 2124 virus

respiratorios.

virus mas

frecuentemente encontrado fue el Picornavirus, en 654 ocasiones (21,85%), seguido

del virus Influenza A en 509 (17,01%), del Virus Sincitial Respiratorio en 341 (11,39%) y

del Adenovirus en 276 (9,22). También se detectd virus Influenza B en 159 muestras

(5,31%), Coronavirus en 120 (4,01%), el virus Parainfluenza en 52 (1,74%) y el

Metapneumovirus en 13 pacientes (0,43%) (Figura 9). El virus que muestra mayor

diferencia es el Picornavirus (p<0,001).
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Figura 9: Porcentaje de pacientes con virus respiratorios.

a) Etiologia viral y edad.

De los 1537 pacientes en los que se encontré 2124 virus respiratorios, 619
(29,14%) fueron detectados en nifios menores de 2 afios, 659 (31,03%) en pacientes de
2 a 15 afios y 846 (39,83%) en mayores de 15 afos. Los datos se muestran en la Tabla 8

y en la Figura 10.

Tabla 9: Virus detectados en cada division de edad.

<2 ailos 2-15 aiios >15 afios Total

1A 49 158 301 509

1B 13 39 107 159
VSR 189 65 87 341
ADV 99 118 59 276

PARA 22 5 25 52
CoV 37 33 50 120
PICORNA 206 238 210 654

META 4 3 6 13
Total 619 659 846 2124
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Figura 10: Virus detectados en cada divisién de edad.

En los tres grupos de edad el virus mas frecuentemente detectado fue el

Picornavirus, seguido de la Gripe A en adultos y el Virus Sincitial Respiratorio en nifios.

b) Relacién clinica y etiologia viral.

Como se dijo anteriormente los procesos clinicos se dividieron en infeccion
respiratoria de vias altas (IRVA), infeccion respiratoria de vias bajas (IRVB), sindrome
febril (SF) y Otros (pacientes sin diagndstico). Los virus detectados en total en relacidon

con la clinica se muestran en la Tabla 10 y en la Figura 11.

Tabla 10: Virus detectados segun la clinica.

IRVA IRVB SF OTROS
(n=2173)  (n=229)  (n=382) (n=177) TOTAL
A 347 25 115 15 509
IB 08 9 3 9 159
VSR 265 51 15 10 341
ADENO 219 16 29 12 276
PARA 30 11 9 2 52
CORONA 97 10 2 8 120
PICORNA 455 57 61 30 654
META 12 0 0 1 13
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Figura 11: Clinica presentada en cada uno de los virus respiratorios.

4.1.5 Estacionalidad viral.

El estudio se llevé a cabo desde Septiembre de 2014 a Abril de 2015. Durante esta
temporada la distribucion total de los virus respiratorios detectados en el laboratorio

de Virologia puede verse en la Figura 12.
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Figura 12: Porcentaje de virus respiratorios detectados en cada una de las semanas en las que se llevo a

cabo el estudio.
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La temporada con mds muestras recibidas, como podemos observar, es en los

meses de invierno, especialmente entre la semana 52 y la semana 10 que coincide con

el mes de febrero.

La estacionalidad de cada uno de los virus respiratorios detectados en los 1537

pacientes durante esta temporada se puede ver en la Figura 13.
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Figura 13: Estacionalidad de cada uno de los virus respiratorios.
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El VSR sigue un claro patrdon estacional, apareciendo en los meses de otofio e
invierno con un pico de maxima intensidad de la semana 50 a la 2, justo antes de que
el virus Influenza A tenga el suyo (de la semana 2 a la 10). El virus Influenza B alcanza
un porcentaje de 14,5% en la semana 10 y aparece después de la Gripe A. El
Picornavirus circula durante todo el periodo de estudio alcanzando su maximo en la
semana 46. El Adenovirus y el Parainfluenza se detectan a lo largo de toda la época,
pero en menor proporcion que los virus anteriores. En cuanto al Coronavirus, también
sigue una tendencia estacional, detectdndose sobre todo en los meses de invierno y
primavera. Finalmente, el Metapneumovirus es detectado tan sélo en 13 pacientes, 3

de ellos en la semana 9 del estudio.

4.1.6 Infecciones mixtas.

De los 1537 pacientes con virus, 352 (14,23%) tenian una infeccion mixta. Las

encontradas en cada grupo de edad se muestran en la Tabla 11 y en la Figura 14.

Tabla 11: Distribucion de las infecciones mixtas en cada divisiéon de edad.

<2 afos 2-15 afos >15 afos
. MIXTA 135/754 122/778 95/941
% 17,90% 15,70% 10,10%
yd
100% -
80% - ’
60% - 17,90% 15,70%
40% - 10,10%
20% -
OL:VL‘I T T 1
<2 anos 2-15 anos >15anos

Figura 14: Distribucion de las infecciones mixtas en cada division de edad.
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La mayor incidencia de infecciones mixtas se encuentra en niflos menores de 2

afios (17,90%).

La Tabla 12 y la Figura 15 muestran el nimero y porcentaje de los virus

encontrados en las infecciones mixtas, asi como en las infecciones Unicas.

Tabla 12: Virus encontrados en las infecciones mixtas y Unicas.

1 UNICA I MIXTA
" 509 101
(17,01%) (4,4%)
s 159 25
(5,31%) (1,09%)
341 146
VSR (11,39%) (5,04%)
276 131
ADV (19,22%) (5,93%)
52 18
PARA (1,74%) (0,75%)
120 52
CoV (4,01%) (2,17%)
654 228
PICORNA (21,85%) (9,95%)
13 3
META (0,43%) (0,14%)
100% -
80% A
60% - )
B UNICA
40% - || MIXTA
20% A
0% T T T L L L L _I
1A IB VSR ADV PARA CoV PICO META

Figura 15: Virus encontrados en infecciones mixtas o como Unico patégeno.

33



Los virus mas frecuentes encontrados en las infecciones mixtas fueron el
Picornavirus (9,95%) y el Adenovirus (5,93%), seguidos del Virus Sincitial Respiratorio (5,04%)

y del virus Influenza A (4,41%).

De las 352 infecciones mixtas, 326 (92,09%) estaban formadas por la combinacién
de dos virus, 25 (7,10%) por tres y 1 (0,28%) por cuatro virus. La Tabla 13 muestra las

combinaciones de virus mas frecuentes.

Tabla 13: Combinaciones de virus mas frecuentes en las infecciones mixtas.

Combinacion n %
Mixta (1A, VSR) 30 8,52%
Mixta (IA, ADV) 16 4,55%

Mixta (IA, PICORNA) 36 10,23%
Mixta (VSR, ADV) 26 7,39%
Mixta (VSR, PICORNA) 74 21,02%
Mixta (ADV, PICORNA) 76 21,59%
Mixta (CoV, PICORNA) 22 6,25%

La combinaciéon mas frecuente fue el Picornavirus con el Adenovirus, seguida muy

de cerca por el por la combinacién de Picornavirus y Virus Sincitial Respiratorio.

4.1.7 Importancia del Virus Sincitial Respiratorio (VSR) en infecciones

respiratorias.

En este trabajo estamos interesados en caracterizar molecularmente el VSR ya que
presenta una alta variabilidad genética con una descripcidon de genotipos de reciente
aparicion. En primer lugar, se averiguo el tipo o tipos de VSR que circulan en nuestra
region. Para ello, se aplicaron los métodos basados en la deteccion de la glicoproteina
F. Se analizaron 104 muestras clinicas positivas para VSR obtenidas entre Octubre de
2014 y Abril de 2015 de la provincia de Asturias. De estas, 61 pertenecieron al

subgrupo Ay 43 al subgrupo B (Figura 16).
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B VSRA
B VSRB

Figura 16: Distribucidn de los subgrupos del VSR en las muestras positivas.

Si analizamos los pacientes en funciéon del subgrupo al que pertenecen vy

atendiendo a la edad o al sexo nos encontramos con los datos que aparecen en las

Tablas 14y 15y a las Figuras 17 y 18.

Tabla 14: Distribucion de los subgrupos del VSR en funcién del sexo.

Hombres Mujeres Total
VSRA 29 32 61
VSRB 21 22 43
Total 50 54 104
100% -
80% -
60% - B VSRA
B VSRB
40% -
20% -
0% T 1
Hombres Mujeres

Figura 17: Distribucidn de los subgrupos del VSR en funcién del sexo.

Como podemos observar al comparar el sexo de los pacientes no se ven diferencias

significativas para el diagnéstico de los subgrupos del VSR.
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Tabla 15: Distribucion de los subgrupos del VSR en funcidn de la edad.

VSRA VSRB Total
<2 anos 37 37 74
2-15 anos 6 6 12
>15 afos 18 0 18
Total 61 43 104
100% -
80% -
60% - B VSRA
40% A m VSRB
20% -
0% T T 1
<2 anos 2-15 anos >15anos

Figura 18: Distribucién de los subgrupos del VSR en funcion de la edad.

Como se puede comprobar, el VSRB no afecta a mayores de 15 afios en este

estudio, en cambio, los dos subgrupos afectan por igual a los menores de esta edad.

Respeto a la clinica de cada uno de los pacientes en los que se detecté un VSRA o

VSRB la Tabla 16 y la Figura 19 muestran los resultados.

Tabla 16: Clinica presentada por los pacientes segln el subgrupo.

VSRA VSRB Total
IRVB 7 28 35
IRVA 31 14 45
SF 23 1 24
Total 61 43 104
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Figura 19: Clinica presentada por los pacientes segun el subgrupo del VSR.

Los pacientes en los que se detectd un VSRA presentaban sindrome febril e IRVA
mayoritariamente, mientras que, en los que se les aislaba un VSRB padecian

bronquiolitis o neumonia.

La estacionalidad de cada uno de los subgrupos detectados en los 104 pacientes

durante esta temporada se puede ver en la Figura 20.

B VSRA

mVSRB

s50 s51 s52 sl s2 s3 s4 s5 s6 s7 s8 s9 s10 sll

Figura 20: Estacionalidad de cada uno de los subgrupos del VSR.

Como podemos observar la estacionalidad de los dos subgrupos es similar durante
todo el estudio, con la prevalencia del VSRA en la gran mayoria de semanas excepto en

las semanas 3, 5y 8 del 2015.
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4.1.7.1 Caracterizacion genotipica de cepas VSR A

Para conocer el genotipo o genotipos circulantes de VSR A en nuestra regién
durante el periodo estudiado, varias muestras positivas para dicho subgrupo fueron
procesadas de acuerdo al apartado 3.2.2.2. En 4 de ellas (6,56% del total de VSRA) se
obtuvieron secuencias éptimas (Figura 21). Debido a que todas ellas eran idénticas
entre si, se selecciond una de ellas como secuencia consenso y se la denomind VSR-

A/Ast/2015.

Figura 21: Fragmento de una secuencia de VSR A

El darbol filogenético obtenido al comparar la cepa VSR-A/Ast/2015 con cepas
representativas de los distintos genotipos de VSRA se observa en la Figura 24. Se

demostré que la cepa VSR-A/Ast/2015 resultd filogenéticamente similar al aislado

ON1.
GAS- AF233918
GA3- AF516108
———— G AR
NA2- ABB3443
NAT- ABBOM51

VSRA/ASTI2015

GA1-AF233917
‘ GA4- AF065254

GAS- AF233916

ON1- JN2576%4

Figura 22. Anadlisis filogenético de la cepa
VSRA/Ast/2015 y de aislados representativos de
diferentes genotipos de VSRA. Detras del nombre
figura el nimero de acceso de GenBank.

SAAT-AF348308

GAT-AF233910
01
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Los agentes clasicamente relacionados con las infecciones respiratorias son los
virus Influenza A y B, los virus Parainfluenza 1-3, el Adenovirus, el Virus Sincitial
Respiratorio, los Picornavirus, el Coronavirus y el Metapneumovirus.

Con el fin de conocer la incidencia, las caracteristicas y la estacionalidad de las
infecciones respiratorias en la poblacién del Principado de Asturias, desde Septiembre
de 2014 a Abril de 2015, se llevd a cabo un estudio en el cual se analizaron en el
laboratorio de Virologia del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) 2993
muestras.

En este estudio se encontré una infeccion viral en 1537 pacientes, lo que supone
un 60,13% del total de los estudiados. Los virus mas frecuentemente detectados
fueron la Gripe A, los Picornavirus (Rhinovirus y Enterovirus) y el Virus Sincitial
Respiratorio. En este tipo de infecciones, variables como la localizacién geografica, el
sexo, la edad o la clinica que presentaban los pacientes, pueden determinar el
diagndstico etioldgico. Por lo tanto, se intentd analizar la influencia que podrian tener
esas variables en los datos.

Una variable que podria influir en la tasa de infeccién es el sexo. Algunos autores
han encontrado que los hombres (sobre todo en edades tempranas) son mas
propensos a padecer infecciones virales que las mujeres’. Sin embargo, en este
estudio, el sexo no parece influir en la tasa de infeccion de los virus respiratorios
encontrados.

La edad es una variable importante en las infecciones virales. En los niflos menores
de 2 afos estas infecciones representan una de las causas mdas comunes de
hospitalizacién, originando numerosas consultas médicas tanto en atencién primaria
como en los servicios de urgencias hospitalarios®. Para el andlisis de la edad, en
relacion con la infeccidn viral se hicieron distintos estratos de la misma (<2 afios, 2-15
afios y >15 afios). Se observd que en niflos menores de 2 afios esta tasa de deteccién
es significativamente mayor que en el resto, de 579 muestras analizadas 398 (68,86%)
fueron positivas para, al menos, un virus. A medida que aumenta la edad, estos
porcentajes de deteccién van disminuyendo, siendo el 63,75% y el 54,02% positivas en

los pacientes entre 2 y 15 anos y los mayores de 15, respectivamente.
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En lo que se refiere a la etiologia viral, como ya se comentd anteriormente, los
virus mas frecuentemente encontrados fueron el Virus Influenza A, el Picornavirus
(Rhinovirus y Enterovirus) y el Virus Sincitial Respiratorio. Estos resultados son
compatibles con los de Garcia-Garcia y cols.*? y con los del estudio de Allander y cols.*
en los que los dos virus mas frecuentes fueron el VSR y el Rhinovirus (Picornavirus).

Si se analiza la etiologia viral en funcién de la edad de los pacientes, se puede
observar que en los menores de 2 afios, el virus mas comun fue el Picornavirus seguido
del Virus Sincitial Respiratorio.

Segun la literatura el Rhinovirus (Picornavirus) es el agente causal mas comun de
las infecciones respiratorias de vias altas tanto en nifios como en adultos, siendo
incluso mas habitual en nifios. Practicamente todos los nifios han experimentado al
menos un catarro por Rhinovirus a los 2 afios*2.

Se pudo comprobar que los pacientes mayores también son susceptibles a padecer
dichas infecciones, en los cuales, destacan las Gripes, el Adenovirus y los Picornavirus.

El Adenovirus se detectd en el 14,73% de los pacientes entre 2 y 15 afios.
Diferentes estudios epidemioldgicos han demostrado que los Adenovirus son los
causantes del 5-24% de las infecciones respiratorias en los nifios menores de 5 afnos,
disminuyendo su incidencia a medida que aumentaba la edad*®. Nuestros resultados
estarian acorde con los reflejados en la literatura, ya que, en pacientes mayores de 15
anos se detectd sdlo en un 4,07% de los casos.

Se estima que el 20% de los nifios y el 5% de los adultos contraen una infeccién
sintomatica por el virus de la Gripe cada afno. La mayor parte de los estudios
epidemiolégicos demuestran que la poblacién infantil es la responsable de la
introduccion, difusion y mantenimiento de la gripe en la comunidad®. En nuestro
estudio se encontrd Gripe (IAy IB) en el 28,21% de los pacientes mayores de 15 afios,
porcentaje que disminuye al disminuir la edad.

Otro virus respiratorio detectado fue el Metapneumovirus. Estudios de
seroprevalencia han mostrado que la presencia de anticuerpos frente a
Metapneumovirus era mayor del 90% en nifios de 5 afios. Esto sugiere que la primera

infeccion ocurre normalmente entre 1-5 afios*®. En nuestro caso solamente 13
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pacientes tuvieron un resultado positivo pata Metapneumovirus y sin diferencias entre
los distintos grupos de edad.

Con respeto al Virus Parainfluenza estudios publicados han descrito que a los 5-6
afios el 95% de los nifios tienen anticuerpos frente a este virus. Su mayor incidencia se
produce a los 2-3 afios de edad. El tipo 3 es el mas prevalente.®’ En este trabajo nos
encontramos con 52 pacientes con resultado positivo para este virus, siendo
mayoritario en pacientes menores de 2 afios.

Por ultimo, el Coronavirus, asociado también con infecciones respiratorias, se
diagnostica en 120 pacientes repartido en todos los grupos de edad.

Las manifestaciones clinicas de las infecciones virales son muy variables, por tanto,
se hizo una divisidon atendiendo al diagndstico clinico y se relaciond con la etiologia
viral. Los procesos de faringitis, amigdalitis, laringitis, sinusitis, otitis media aguda,
rhinorrea, y resfriado se clasificaron en infecciones respiratorias de vias altas (IRVA);
los pacientes que presentaban neumonia, bronquiolitis, bronquitis, y crisis asmatica en
infeccidn respiratoria del tracto inferior (IRVB); en los sindromes febriles se incluyeron
todos los pacientes que tenian fiebre como Unico sintoma de infeccion, mononucleosis
infecciosa y sindrome gripal y por ultimo incluimos en otros a aquellos pacientes que
presentaban cualquier otra manifestacidn clinica.

En las infecciones respiratorias de vias altas y los sindromes febriles, que
comparten etiologia en muchas ocasiones, la Gripe juega un papel muy importante. Su
presentacion clinica es bastante inespecifica, sobre todo en niflos pequefios. Se
acompana de fiebre con mayor frecuencia que otras infecciones virales y en ocasiones
es el unico sintoma, sobre todo en lactantes menores de 1 afio. Con frecuencia se
asocian complicaciones como procesos neumonicos y otitis media por infeccidén
bacteriana secundaria®®. En nuestro caso encontramos que el 15,97% de los pacientes
infectados por el virus Influenza A presentaba una infeccidn respiratoria de vias altas,
un 10,92% infeccidon respiratoria de vias bajas y un 30,10% un cuadro febril, en
concordancia con lo expuesto.

Las infecciones respiratorias agudas de origen viral tienden a tener una

estacionalidad, presentandose principalmente en las épocas frias*’. En este estudio,
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realizado a lo largo de los meses de otofio-invierno principalmente, no se puede
observar tan claramente las diferencias entre los meses calurosos y frios. Analizando
cada uno de los virus se obtuvo que el Virus Sincitial Respiratorio sigue un claro patrén
estacional, con un pico en las ultimas semanas de Diciembre y primeras de Enero; la
Gripe A se encontré durante los meses de invierno, después del Virus Sincitial
Respiratorio; la Gripe B aparecid después de la Gripe A y el resto de los virus
(Metapneumovirus, Adenovirus, Coronavirus, Parainfluenza vy Picornavirus) se
detectaron a lo largo de toda la temporada. Se puede intuir como al principio y al final
de nuestro estudio los pacientes con Adenovirus aumentan, al igual que los Rhinovirus
(Picornavirus) positivos.

En las infecciones respiratorias viricas es bastante comuln encontrarnos con
infecciones dobles, coinfecciones o infecciones por multiples virus. En este estudio se
encontré un 14,23% de infecciones mixtas, que si lo analizamos por edades, se puede
apreciar un mayor indice de coinfecciones en nifios menores de 2 afos.

Los virus mas frecuentemente implicados en las infecciones mixtas fueron el Virus
Sincitial Respiratorio, el Adenovirus y los Picornavirus. La combinacidon mas frecuente
fue el Adenovirus con los Picornavirus (21,59%), seguida del VSR con los Picornavirus
(21,02%). Aunque la mayoria de las infecciones mixtas estaban formadas por la
combinacion de dos virus, también se encontraron combinaciones de tres e incluso
cuatro virus.

El papel de las coinfecciones es algo confuso, mientras algunos autores creen que
no influyen en las manifestaciones clinicas, otros piensan que si aportan una mayor
gravedad. Rehder KJ y Wilson EA*® comparan los diagndsticos clinicos de los pacientes
con y sin coinfecciones y encuentran que la presencia de neumonia era
significativamente mas frecuente en el grupo de los sin coinfeccidn.

De todos los virus estudiados, el Virus Sincitial Respiratorio tiene una importancia
especial. Las infecciones por el VSR destacan como la mayor causa de hospitalizacidn
por infeccidn del tracto respiratorio en nifios pequefios®. La infeccidn primaria por el
VSR tiende a ocurrir en edades muy tempranas de la vida. Asi, el 50% de los nifios sufre

una infeccion por Virus Sincitial Respiratorio en el primer afio de vida y del 65 al 98%
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de los nifios que acuden a guarderias ya estan infectados cuando llegan a los tres
afios>°.

La bronquiolitis aguda es una enfermedad muy frecuente en la infancia que origina
una gran demanda asistencial tanto en atencidén primaria como en los servicios de
urgencias y hospitalizacion®. En todas las regiones geograficas estudiadas a nivel
mundial se han hallado evidencias de infeccién por VSR, que incluso en condiciones
climaticas muy diferentes parece tener caracteristicas similares. Se puede decir, por lo
tanto que las infecciones por VSR tienen una distribucién mundial®®.

En el presente estudio, la distribucién etaria de los casos de infeccion por VSR
diagnosticados en el HUCA entre Septiembre de 2014 y Abril de 2015, refleja una clara
tendencia a aparecer en las edades mas tempranas de la vida, especialmente, en
pacientes menores de 2 afos, coincidiendo con los estudios existentes que reflejan
que la bronquiolitis por VSR es la principal causa de ingreso por infeccidn respiratoria
aguda de vias bajas en el nifio menor de 2 anos, mas frecuentemente entre los 3-6
meses de vida, con una incidencia en aumento en los Ultimos afios>2. Si bien en nuestro
estudio, el grupo de pacientes menores de 2 anos supuso el 28,13% del total, la
posibilidad de que se presenten reinfecciones permanece durante la edad escolar
(7,57%) y la edad adulta (6,00%), ya que la infeccidn por VSR no genera una respuesta
inmunitaria que proteja frente a las nuevas infecciones, no habiendo ningun grupo
etario protegido completamente frente a ella. Diversos estudios hacen hincapié en la
importancia que el VSR tiene como agente patdégeno durante la edad adulta,
sobretodo en coinfeccidon con otros virus, tratdndose de infecciones mas duraderas en
el tiempo que las causadas por otros agentes respiratorios>3.

En los procesos respiratorios de vias bajas el virus mas frecuentemente encontrado
fue el Virus Sincitial Respiratorio (22,27%). Estos resultados concuerdan con los
trabajos publicados en los que consideran que el VSR como el patégeno responsable
con mayor frecuencia de infecciones del tracto respiratorio inferior®°,

La variabilidad del VSR ha sido examinada a nivel genético usando RT-PCR y
secuenciacion nucleotidica. La variabilidad de este virus, se debe al alto grado de

diversidad antigenética y genética que presentan las glicoproteinas F y G. Las
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reinfecciones con el VSR se han relacionado con cambios en las propiedades
antigénicas del mismo, particularmente en estas glicoproteinas, sugiriendo que la
seleccion inmune de nuevas variantes antigénicas puede ser uno de los factores que
contribuye a la evolucién del virus>*.

La caracterizacién antigénica de la glicoproteina F de 104 muestras aisladas en el
Principado de Asturias entre Septiembre de 2014 y Abril de 2015 mostré que el
subgrupo A es predominante, 61 muestras pertenecen a él y, 43, al subgrupo B.

Si analizamos estos resultados en funciéon del sexo, vemos que no existen
diferencias significativas (50 hombres y 54 mujeres), sin embargo, atendiendo a la
edad, observamos como el subgrupo B no aparece en pacientes mayores de 15 afios.

En cuanto a la clinica, los pacientes con VSRA presentaban infecciones respiratorias
de vias altas y sindromes febriles mayoritariamente (88,52%), mientras que en los
pacientes con resultado positivo para VSRB se les diagnosticaba con mayor frecuencia
infecciones respiratorias de vias bajas (60,12%).

El andlisis filogenético de las secuencias de la glicoproteina G obtenidas por los
diferentes criterios de inferencia filogenética mostrd la circulacién en nuestra regién
del genotipo previamente descrito, ON1, caracterizado por una duplicacién de 72
nucleétidos en el tercer carbono terminal del gen G circulando durante el periodo de
estudio. Mostré gran similitud con el genotipo identificado anteriormente NA1 aislado
en Japon®°. Mas secuencias deberian de realizarse para demostrar la presencia de mas
genotipos cocirculantes en nuestra region.

En resumen, en este estudio se evalud la diversidad genética de VSR dentro de una
cohorte de pacientes y confirma la rdpida distribucién del genotipo ON1 en Espafia, ya
que también se ha descrito recientemente en Catalufia®®. Una mejor comprensién de
la epidemiologia molecular de VSR serd esencial para el desarrollo de vacunas y la

farmacoterapia antiviral contra la infeccién por VSR.
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La implicacién viral en procesos relacionados con infecciones respiratorias es
alta, afectando principalmente a nifios menores de 2 afios.

Los virus mas frecuentemente encontrados fueron el Virus Influenza A, el
Picornavirus (Rhinovirus y Enterovirus) y el Virus Sincitial Respiratorio.

Las infecciones mixtas estan provocadas preferentemente por dos virus y los
mas frecuentemente implicados fueron el Virus Sincitial Respiratorio, el
Adenovirus y los Picornavirus.

En los procesos respiratorios de vias bajas el virus mas frecuentemente
encontrado fue el Virus Sincitial Respiratorio, mientras que Gripe A vy
Adenovirus se encuentran significativamente en infecciones respiratorias de
vias altas y en sindromes febriles.

En invierno coexisten Virus Sincitial Respiratorio y Picornavirus y dejan paso a la
Gripe A. El Coronavirus se detecta en invierno y primavera y el Adenovirus
durante todo el afo.

El analisis molecular de los subtipos A y B del VSR mostré que ambos subtipos
cocircularon durante el periodo analizado, encontrandose que en forma global
el subtipo A prevalecié sobre el B.

El VSRB no se encontrd en pacientes mayores de 15 afos.

La secuenciacién y analisis filogenético del gen de la glucoproteina G de cepas
de VSRA, permitié demostrar que durante el periodo analizado demostré que el

genotipo ON1, el mas recientemente descrito, ya circula por nuestra region.
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