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RESUMEN (en espaiiol)

El virus respiratorio sincitial (VRS) es uno de los agentes mas frecuentes en las infecciones
respiratorias agudas. Se han identificado dos subtipos (VRSA y VRSB) que, a su vez, se
subdividen en 11 y 23 genotipos, respectivamente. Si bien, se utiliza como inmunoprofilaxis
pasiva un anticuerpo monoclonal humanizado, el palivizumab, para proteger a nifios de alto
riesgo durante los periodos epidémicos, no existe un tratamiento etiolégico efectivo para la
clinica producida por el VRS. Por ello, conocer qué factores virales (subtipo, carga viral (CV),
coinfecciones) se ven afectados por variables demograficas o afectan a caracteristicas clinicas
es importante para el seguimiento y manejo de pacientes infectados con VRS.

Para ello, se estudié una poblacion con infeccion respiratoria durante tres temporadas
epidemiolégicas consecutivas (2014-2017) que fue estratificada por edad y agrupada segun su
clinica en pacientes con infecciones respiratorias del tracto inferior (LRTI), con infecciones del
tracto superior (URTI) y con sindrome sistémico (SS). Se observd que aunque el VRS se
identifica predominantemente en nifios menores de 5 afios con LRTI y en adultos jévenes con
URTI, se asocia con cualquier tipo de clinica en cualquier grupo de edad.

Tanto el VRSA como el VRSB, cuyos genotipos circulantes mayoritarios fueron el VRSA-
ON1 y VRSB-BA, se detectaron mas frecuentemente en nifios menores de 1 afio con IRTI.
Mientras que el VRSA casi se circunscribia a esta situacién, el VRSB se encontré en todas las
edades y en todos los procesos clinicos.

Uno de los valores mas importantes de este estudio es que la CV se ha normalizado por el
numero de células contenido en las muestras, calculado a partir del niumero de copias del gen
de la B-globina. Por tanto, la calidad de las muestras no afecta los resultados y se garantiza un
diagnostico molecular virolégico optimo. Al analizar los dos tipos de muestras mayoritarios en
este estudio (exudados nasofaringeo y faringeo) se encontré una CV de 0,5log superior en el
nasofaringeo en comparacién con el faringeo. Se establecié un valor de CV como predictor de
la evolucién del paciente. Asi, se encontré6 que la tasa de pacientes con IRTI fue
significativamente mayor que la de los pacientes con IRTS y sindrome sistémico cuando su CV
era superior a 4,3log y 4.8log en los exudados faringeos y nasofaringeos, respectivamente.

Para poner de manifiesto que una infeccién previa por VRS protege frente a futuras
infecciones se analizé la CV en pacientes con infecciones recurrentes por VRS y se observd
que las segundas infecciones tuvieron una CV mas baja que la primoinfeccién ocurrida en la
misma temporada.

La estacionalidad de los patdgenos respiratorios virales examinados en este estudio se
ajusto al patrén tipico en el que se suceden temporalmente Rinovirus (RV), Influenzavirus A,
VRS e Influenzavirus B en las dos primeras temporadas. Sin embargo, en la tercera no se
observo un pico de RV claro, que produjo una aparicion mas temprana de la gripe A y un
retraso del VRS propiciando el solapamiento de ambos virus y una ausencia de la gripe B.

Para intentar dilucidar la severidad o no de las coinfecciones en pacientes con VRS, se
comparé una serie de marcadores de gravedad en pacientes con infeccién unica de VRS y
mixta, ya sea con otro virus respiratorio o con Citomegalovirus. Se observd una menor CV en
aquellas en las que solo se encuentra el VRS, resultando éstas mds graves que las mixtas.

Por ultimo, se demostré que la utilizacion de la técnica del MALDI-TOF permitié discriminar
entre cultivos celulares infectados y no por VRS para lo que fue necesario crear previamente
una libreria que podria ser utilizada por otros Servicios de Microbiologia que cuenten con esta
tecnologia.
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RESUMEN (en Inglés)

The respiratory syncytial virus (RSV) is one of the most frequently detected agents in acute
respiratory infections. Two subtypes (VRSA and VRSB) have been identified, which are
subdivided into 11 and 23 genotypes, respectively. Although a humanized monoclonal antibody,
palivizumab, is used as passive immunoprophylaxis to protect high-risk children during
epidemic periods, there is no effective etiological treatment for the clinical symptoms caused by
RSV. Therefore, knowing which viral factors (subtype, viral load (VL), coinfections) are affected
by demographic variables or affect clinical characteristics is im portant for the follow-up and
management of RSV-infected patients.

A population with respiratory infection was studied during three consecutive epidemiological
seasons (2014-2017). It was observed that although RSV is predominantly identified in lower
respiratory tract infections (LRT]I) in children under 5 years of age and in upper respiratory tract
infections (URTI) in young adults, it is associated with any type of clinic in any age group.

Both the VRSA and the VRSB, whose major circulating genotypes were VRSA-ON1 and VRSB-
BA, were detected more frequently in children under 1 year of age with LRTI. While VRSA was
almost circumscribed to this situation, VRSB was found at all ages and in all clinical processes.
One of the most important values of this study is that the VL has been normalized by the
number of cells contained in the samples, calculated by using B-globin gene copy number.
Therefore, the quality of the samples does not affect the results and an optimal virological
diagnosis is guaranteed. When analyzing nasopharyngeal and pharyngeal exudates, a VL of
0.5 log higher was found in the nasopharyngeal compared with the pharyngeal. A VL value was
established as a predictor of the patient's outcome. Thus, it was found that the rate of patients
with LRTI was significantly higher than that of patients with URTI and SS when their VL was
higher than 4.3 log and 4.8 log in pharyngeal and nasopharyngeal exudates, respectively.

To demonstrate that a previous infection by RSV protects against future infections, VL was
analyzed in patients with recurrent RSV infections and it was observed that second infections
had a lower VL than the primary infection occurred in the same season.

The seasonality of the viral respiratory pathogens examined was adjusted to the typical pattern
in which Rinovirus (RV), Influenzavirus A, RSV and Influenzavirus B occurred temporarily in the
first two seasons. However, in the third one, there was no a clear RV peak, which produced an
earlier appearance of influenza A and a delay in RSV, favoring the overlapping of both viruses
and an absence of influenza B.

To try to elucidate the severity or not of co-infections in patients with RSV, a series of severity
markers was compared in patients with a single RSV and mixed infection, either with another
respiratory virus or with Cytomegalovirus. A lower VLwas observed in those in which only the
RSV is found, resulting in more serious than mixed ones.

Finally, it was demonstrated that the use of the MALDI-TOF technique allowed to discriminate
between infected and non-infected RSV cell cultures for which it was necessary to create a
library that could be used by other Microbiology Services that use this technology.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR
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ABREVIATURAS

Ac: Anticuerpo.

ACC: Agente de la coriza del Chimpancé.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADV: Adenovirus.

Ag: Antigeno.

BLPs: Particulas similares a bacterias del inglés Bacteria like particles.

ARN: Acido ribonucleico.

CMV: Citomegalovirus.

CoV: Coronavirus.

DBP: Displasia broncopulmonar.

ECP: Efecto citopatico

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico en medio sélido del inglés Enzime-linked immunosorbent

assay.

EV: Enterovirus.

Ex: Exudado.

GE: Final del gen del inglés gene end.

Gs: Principio del gen del inglés gene start.

IA: Influenza virus A.

IB: Influenza virus B.

ID: Inmunodeprimidos.
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IF: Inmunofluorescencia.

IRAs: Infecciones respiratorias agudas.

IRTS: Infecciones respiratorias del tracto superior o vias altas.

IRTI: Infecciones respiratorias del tracto inferior o vias bajas

MALDI-TOF: lonizaciéon laser asistida por matriz del inglés Matrix-Assisted Laser Desorption

lonization-Time Of Flight.

hMPV: Metapneumovirus humano.

ORF: Marco abierto de lectura del inglés open reading frame.

PBS: Tampdn fosfato salino del inglés phosphate buffer saline.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa del inglés Polymerase chain reaction.

RT: Retrotranscriptasa.

RV: Rinovirus.

SENeo: Sociedad Espafiola de Neonatologia.

SS: Sindrome sistémico.

TLRs: Receptores tipo Toll del inglés Toll like receptors.

TR: Tiempo real.

UCI: Unidades de cuidados intensivo.

VPI: Virus Parainfluenza.

VLPs: Particulas similares a virus del inglés Virus like particles.

VRS: Virus Respiratorio Sincitial.
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INTRODUCCION

1.1 Historia y clasificacion taxondmica del Virus Respiratorio Sincitial

En 1955, a partir de secreciones respiratorias de chimpancés que presentaban un
cuadro respiratorio de estornudos, tos y producciéon de moco, se aislé el entonces denominado
agente de la coriza del Chimpancé (ACC), que fue relacionado con la infeccién del tracto
respiratorio que presentaban esos simios. Poco tiempo después, Chanock y sus colaboradores
(1957) aislaron dos virus semejantes al ACC a partir de dos lactantes con bronconeumonia y
bronquiolitis, a los que denominaron "Agente Long" y "Snyder", respectivamente. Cuando se
caracterizaron seroldgica y fenotipicamente ambos virus parecian ser el ACC. Por su capacidad
de formar sincitios en los cultivos celulares, se renombraron como Virus Respiratorio Sincitial
(VRS) (Figura 1). Los sincitios, estan constituidos por masas protoplasmaticas procedentes de la

fusidn de las células infectadas formando células multinucleadas (Collins et al., 2007; 2008).

Figura 21. Fotografia electrénica del Virus Respiratorio Sincitial humano. (Tomada de Kyle
Dent, Neil Ranson y John Barr, Universidad de Leeds)

El Virus Respiratorio Sincitial fue incluido en una primera clasificacion en el orden
Mononegavirales, en la familia Paramyxoviridae que estaba compuesta por dos subfamilias:
Paramyxovirinae, formada por los géneros Respirovirus (virus respiratorios Parainfluenza tipos
1y 3), Rubulavirus (virus Parainfluenza tipos 2 y 4 y virus de la Parotiditis) y Morbilivirus (virus
del Sarampidn); y Pneumovirinae, con los géneros Pneumovirus (VRS) y Metapneumovirus
humano (hMPV). Recientemente, esta ultima subfamilia se cambié a categoria de familia
denominandola Pneumoviridae en donde se incluyé a los géneros Metapneumovirus y

Orthopneumovirus. En este ultimo esta incluido el VRS (Tabla 1) (Rima B. et al., 2017).
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INTRODUCCION

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de las familias Paramyxoviridae y Pneumoviridae

Clasificacion anterior Clasificacion actual
Familia Subfamilia Género Familia Género

Respirovirus Respirovirus

Paramyxovirinae Rubalavirus Paramyxoviridae Rubalavirus

Paramyxoviridae Morbilivirus Morbilivirus
Pneumovirus Orthopneumovirus

Pneumovirinae Pneumoviridae

Metapneumovirus Metapneumovirus

1.2 Estructura

El VRS, que presenta las caracteristicas tipicas de la familia Pneumoviridae (Tabla 2), tiene
un tamafio de 200 nm y posee una envuelta lipoproteica que engloba la nucleocapside viral y
el genoma. El material gendmico estd estrechamente asociado a la nucleoproteina (N)
formando una nucleocdpsida helicoidal que le confiere resistencia a la digestion por ARNasas y
ademas contiene el complejo de la polimerasa viral (L) encargado de transcribir el genoma de
forma secuencial dando lugar a moléculas de ARN mensajero (ARNm) subgendmico (Rima et

al., 2017).

Tabla 2. Caracteristicas de los miembros de la familia Pneumoviridae.

Virién Envuelto, esférico y filamentoso con una ribonucleoproteina helicoidal.
Genoma Cadena simple de ARN no segmentado de sentido negativo.
Replicacion Citoplasmatica.

La maquinaria de traduccion celular traduce los ARN mensajeros bloqueados y

Traduccidén . . .
poliadenilados en el citoplasma.

1.2.1 Genoma molecular

El genoma del VRS estd constituido por una Unica molécula de ARN de polaridad negativa,
no segmentada y de aproximadamente 15200 nucledtidos que codifica 11 proteinas (Figura 2).
El ARN antigendmico, intermediario positivo en la replicacion de ARN, es una copia
complementaria exacta del ARN gendmico. Los ARN gendmicos y antigendmicos no poseen

CAP ni estan poliadenilados (Collins et al., 2001).
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INTRODUCCION

El ARN gendmico del VRS se transcribe en 10 ARNm subgendmicos que presentan cada uno
de ellos una unica fase de lectura abierta (ORF) a excepcion del ARNm del gen M2, que tiene
dos ORFs y da lugar a dos proteinas, M2-1 y M2-2. Los ARNm tienen una estructura,
denominada CAP en el extremo 5’, que mejora la eficacia de la traduccién y mantiene la
estabilidad de los mismos; la modificacién se lleva a cabo por la polimerasa viral. Cada gen
comienza con una secuencia de 10 nucleétidos denominada “gene start” (GS), que esta
altamente conservada en todos ellos, salvo en el caso del gen L, y su funcidn es la de controlar
el inicio de la transcripcidn y la adicidn del CAP. A su vez, cada gen termina en una secuencia
semi-conservada de 12-13 nucledtidos denominada “gene end” (GE), la cual dirige la
poliadenilaciéon y liberacion del ARNm una vez sintetizado. Los dos ultimos genes, M2 y L, se

solapan en 68 nucledtidos (Kuo et al., 1997).

Los primeros nueve genes del VRS estan separados entre si por regiones intergénicas que
difieren en longitud y secuencia, y muestran un alto grado de variabilidad genética entre los
aislados del VRS. En el extremo 3" del ARN gendmico se localiza una secuencia “leader” de 44
nucledtidos que contiene el promotor para la transcripcion del ARN y la sintesis del
antigenoma. En el extremo 5° se encuentra una regiéon “trdiler” de 144 nucledtidos que
contiene la secuencia del promotor antigenémico para la sintesis del genoma viral de la
progenie. Los extremos 3" del genoma y antigenoma son idénticos en las 10 primeras
posiciones, y comparten un 81% de similitud en los primeros 24-26 nucleétidos, lo que indica
un alto grado de homologia funcional entre las regiones “leader” del ARN gendmico vy

antigendémico (Bardach et al., 2014).

3{ HH{ N HPHMHHGH F w2 I R 5'
NSTNS2 SH

Figura 22. Organizacion del genoma del VRS. Esta imagen fue tomada de ICTV Virus
Taxonomy.
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INTRODUCCION

1.2.2. Proteinas virales

Las particulas virales estan constituidas por una nucleocapside y diversas proteinas (Figura

3).

Fusion . "
(Proteina F) ; - Matriz

Nucleocapside

helicoidal
(ARN:N:P:L)

" Envoltura
(Bicapa lipidica)

(Proteina G)

Figura 23. Representacion esquematica de la estructura del VRS. Imagen tomada de la
Revista Médica Electrénica.

La nucleocapside es una hélice simétrica compuesta por la nucleoproteina (N), la

fosfoproteina (P), un factor antiterminador de la transcripcion (M2-1) y la polimerasa viral (L):

Nucleoproteina (N): de 391 aminodacidos, es la proteina mayoritaria de la particula viral.
Esta presente en cuerpos de inclusidn citoplasmicos de células infectadas, junto con las
proteinas P, M2-1 y probablemente la polimerasa. La mitad N-terminal de la proteina N del
VRS estd implicada en la unién al ARN y la regién C-terminal en la interaccién con la

fosfoproteina (Murphy et al., 2003).

Fosfoproteina (P): es el principal cofactor de la polimerasa viral y también interacciona con
las proteinas N y M2-1. Se sintetiza como un polipéptido de 241 aminoacidos que forma un
homoligdmero, probablemente un tetrdmero. La proteina P modula la actividad de la
polimerasa que no puede iniciar por si sola la transcripcion. El extremo C-terminal de la
proteina es esencial para la interaccion con la proteina N, y ambas proteinas forman complejos

estables capaces de coinmunoprecipitar (Asenjo et al., 2000).
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Proteina M2-1: esta fosfoproteina de 194 aminodcidos se sintetiza como resultado de la
traduccién del primer ORF del ARNm del gen M2. La proteina M2-1 se localiza con las
proteinas N y P en los cuerpos de inclusidon citoplasmicos. Se sabe que es un factor
antiterminador de la transcripcion que facilita la produccién de ARNms completos y ARNms

policistronicos (Ferron et al., 2002).

Polimerasa (L): es una ARN polimerasa viral dependiente de ARN y presenta una longitud
de 2165 aminodacidos. Dirige la sintesis de los ARNms virales, la sintesis del intermediario
replicativo de polaridad positiva y la sintesis del ARNv de la progenie viral. Junto con las
proteinas N y P constituyen los factores minimos requeridos para la replicacién del ARN

(Ferron et al., 2002).

La proteina matriz (M) es una proteina interna no glicosilada de 256 aminodacidos de
longitud. Se encuentra en la cara interna de la envuelta viral y posee un dominio hidrofébico
en la region C-terminal que podria mediar la interaccidn con la bicapa lipidica. La proteina M se
caracteriza por tener dos funciones: inhibir la polimerasa viral antes del empaquetamiento
para facilitar el ensamblaje viral y mediar la asociacién de la nucleocapsida con la envoltura

naciente (Ghildyal et al., 2002).

La envuelta viral contiene tres glicoproteinas: la proteina de unién al receptor o proteina G,
la proteina de fusién o proteina F y una proteina pequefia hidrofébica o proteina SH. Estas
glicoproteinas estdn organizadas por separado en espiculas, que se visualizan como

proyecciones cortas (11-20 nm) y poco separadas entre si (6-10 nm) (Collins et al., 2007).

Proteina SH: es una glicoproteina de tipo Il de pequefio tamafio (64 aminoacidos) anclada
en la membrana por su extremo N-terminal. Algunos estudios sugieren que esta proteina
podria tener un papel en la fusién viral (Techaarpornkul et al., 2001) o en el cambio de la

permeabilidad de la membrana (Gan et al., 2008).

Proteina de fusion (F): esta proteina dirige la entrada del virus en la célula hospedadora a
través de la fusidn entre las membranas viral y celular, permitiendo la liberaciéon de la
nucleocapside al citoplasma. Cuando la infeccidon avanza, la proteina F presente en la célula
infectada es capaz de mediar la fusidn entre la membrana de la célula infectada y la de células
adyacentes, dando lugar a la formacion de sincitios. Es una glicoproteina de tipo I, por lo que
se inserta en la membrana lipidica por medio de una regidn cercana a su extremo C-terminal.

La secuencia de la proteina F estd altamente conservada entre todas las cepas virales y
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comparte caracteristicas estructurales y cierta homologia de secuencia con la proteina F de los
paramyxovirus y de otros virus fusogénicos. Se sintetiza como un precursor inactivo (FO) de
574 aminoacidos que es modificado post-traduccionalmente por la adicion de azucares en
residuos de asparagina (N-glicosilacidon) en el reticulo endoplasmico. Antes de alcanzar la
superficie celular, el precursor FO es cortado en dos sitios por proteasas celulares de tipo
furina, dando lugar a dos cadenas, F2 y F1, que se mantienen unidas por al menos un puente
disulfuro. En contraste con el resto de los paramyxovirus, en donde FO es cortado
proteoliticamente una sola vez, el precursor FO del VRS humano y bovino es cortado en dos

sitios (Zimmer et al., 2001).

Es importante mencionar que, al contrario que la mayoria de los paramyxovirus, la proteina
F del VRS también puede mediar la unién y entrada del virus a la célula en ausencia de
cualquier otra proteina viral de membrana. La proteina F es similar en los subtipos VRSA y

VRSB, por ello la proteina F se considera una diana terapéutica (Zimmer et al., 2001).

La glicoproteina G es considerada la principal proteina de unidn del virus a la célula
hospedadora, puesto que anticuerpos especificos contra esta proteina bloquean esa
interaccion (Figura 4). Presenta la mayor variabilidad, tanto genética como antigénica entre
todas las proteinas del VRS y al ser una proteina de membrana, y por lo tanto blanco de la
respuesta inmune, es la proteina mas utilizada para estudios epidemioldgicos y de evoluciéon

molecular del VRS.

El ectodominio C-terminal de la proteina G tiene una regién central (aminoacidos 164-176)
y cuatro residuos de cisteina (posiciones 173, 176, 182 y 186) altamente conservados en todos
los aislados del VRS. A ambos lados de la regidn central conservada, se encuentran dos
segmentos de la proteina con un alto grado de variabilidad de secuencia entre los aislados de
VRS. Mientras que la region central esta desprovista de carbohidratos, las regiones variables
tienen varios sitios potenciales de N-glicosilacién y multiples serinas y treoninas susceptibles

de ser O-glicosiladas. (Doreleijers et al., 1996).
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Figura 24. Representacidon de la estructura primaria de la glicoproteina G. TM: regidn
transmembrana.

Como se comentd anteriormente, la proteina G presenta una alta variabilidad de secuencia
entre cepas pertenecientes a distintos grupos antigénicos. Ademas de las sustituciones simples
de aminoacidos, observadas en los mutantes resistentes a la neutralizacién por anticuerpos de
la mayoria de los virus ARN, algunos mutantes de escape del VRS muestran: (a) mutaciones de
cambio de la fase de lectura que modificaron el ultimo tercio de la regidon C-terminal del
ectodominio de la proteina G; (b) codones de terminacidn prematuros que acortaron la
longitud de la proteina G hasta en 42 aminoacidos, y (c) hipermutaciones A->G que dieron
lugar al cambio de varios aminodcidos, incluyendo alguna de las cuatro cisteinas de la region

conservada mencionada anteriormente. (Martinez et al., 2002).

Dentro de la particula viral podemos distinguir también las siguientes proteinas:

Proteina M2-2: es la proteina resultante de la traduccién a partir del segundo ORF del
ARNm del gen M2. Esta proteina no se incorpora a los viriones y sus niveles aumentan en la
célula infectada a medida que avanza la infeccién. Parece actuar como factor regulador
implicado en el equilibrio entre la replicacién y la transcripcién del ARN viral (Bermingham et

al., 1999).

No estructurales (NS1 y NS2): son proteinas de pequefio tamafio, su papel consiste en
inhibir la produccion de interferén (IFN) y contrarrestar el estado antiviral inducido por el

mismo tras la infeccidn de células que presentan esta via de sefializacidn (Lo et al., 2005).
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1.3 Patogenia

La infeccion del VRS se transmite de persona a persona por via aérea o mediante
autoinoculacion a partir de superficies contaminadas. La via de entrada del VRS se puede
producir a través de la nariz o los ojos; ambas puertas de entrada parecen tener una
sensibilidad similar, mientras que por el contrario la boca es una via de inoculacion mucho
menos sensible. Los aerosoles no se consideran una via importante de difusién, al ser poco

estable el virus en suspension (Zheng et al., 2018).

Una vez que el virus penetra en las células del epitelio mucoso respiratorio, se produce la
replicacion viral pasando el viridon rapidamente de célula a célula y mas tarde a la sangre. El
VRS también puede afectar al tejido ocular y al oido medio ocasionando en los nifios
conjuntivitis (Reina et al., 2015) y otitis media aguda, respectivamente (Stockmann et al,,

2013).

El cuadro clinico varia con la edad del paciente y el estado de salud previo. Los lactantes
con una infeccién primaria generalmente presentan una infeccién del tracto respiratorio
inferior, como bronquiolitis o neumonia. Estos presentan cuadros clinicos de tos, fiebre,
rinorrea, sibilancias, respiraciones laboriosas y, ocasionalmente, hipoxia. Los nifios con
enfermedades mds graves mostraran aleteo nasal y retracciones intercostales que reflejan el
mayor esfuerzo por respirar. Los lactantes con una infeccidn por VRS pueden presentar apnea
gue no es causada por la respiracion agonica de dificultad respiratoria. EIl mecanismo exacto
sobre por qué ocurre es desconocido. Sin embargo, esta claro que la mayoria de los eventos
apneicos asociados con el VRS ocurren en nifilos con problemas médicos preexistentes. Los
nifios mayores tipicamente presentan sintomas del tracto respiratorio superior de tos, coriza 'y

rinorrea, asi como conjuntivitis (Zhou et al., 2015).

La mayoria de los pacientes con bronquiolitis presentan signos histoldgicos de recuperacion
dentro de la primera semana de enfermedad, marcada por el comienzo de la regeneracién del
epitelio bronqueoalveolar, si bien las células ciliadas pueden estar ausentes durante semanas,
pudiendo incluso persistir indefinidamente otras alteraciones morfolédgicas. El epitelio
inflamado y denudado por la primera infeccién VRS es terreno predispuesto para futuras
reinfecciones viricas, de menor gravedad, pero que cursan con disnea por irritacion de los

receptores vagales que se encuentran al descubierto (Caballero et al., 2017).
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En niflos mayores de un afio los cuadros suelen ser leves y en algunos casos, asintomaticos,
aunque también ha sido relacionado con asma pediatrica (Chranioti, 2015). Existe la hipotesis
de que es posible que los nifilos que estan genéticamente predispuestos a padecer asma
eventualmente desarrollen inflamacién pulmonar crénica y tengan mds probabilidades de

experimentar una mayor morbilidad por la infeccidn por el VRS (Knudson et al., 2015).

En adultos, el VRS es uno de los tres patdgenos mas frecuentes causante de neumonia extra
hospitalaria. Las caracteristicas clinicas de la infeccién por VRS en ellos son similares a las de la
infeccién por gripe, aunque también afecta a los oidos y produce tos productiva y dificultad

respiratoria (Duncan et al., 2009).

La infeccion por VRS es particularmente peligrosa en nifios con displasia broncopulmonar,
enfermedades cardiacas congénitas, prematuros, adultos mayores vy pacientes
inmunocomprometidos porque puede diseminarse a otros érganos tales como rifidn, higado y
miocardio (Guan, 2010). Puede causar miocarditis en pacientes pediatricos inmunodeprimidos
que reciben quimioterapia de mantenimiento (Miura et al., 2018). Ciertos grupos de alto
riesgo, especialmente receptores de trasplante de células madre hematopoyéticas y érganos
solidos, y aquellos con trastornos neuroldgicos, han aumentado la morbilidad relacionada con
el VRS cuando estdn hospitalizados. Incluso, algunos estudios han informado tasas de
mortalidad mds altas en nifios con cardiopatia congénita, incluidos diagndsticos especificos de
insuficiencia cardiaca congestiva y miocardiopatia (Manzoni et al., 2017). Es un contribuyente
significativo de la morbilidad pediatrica porque los nifios prematuros hospitalizados por
infecciones relacionadas con el VRS tienen un curso de enfermedad mas grave, con estancias

mas largas en el hospital y en la UCI que los nifios no prematuros (Van de Steen et al., 2016).

Ademas de los factores mencionados, existen factores virales como el subtipo y la carga
viral importantes para determinar la infeccién por VRS (Young-In et al., 2015). La carga viral se
ha identificado claramente como un factor de riesgo importante en la gravedad de la
enfermedad, pero representa una dindmica compleja entre la respuesta inmune del huésped y
las caracteristicas virales intrinsecas. Existen estudios que relacionan una mayor carga viral en
pacientes hospitalizados con VRS en comparacion con los no hospitalizados (Walsh et al., 2013)
y en pacientes que necesitaron ventilacién mecdnica frente a los que no (Duncan et al., 2009).
Por otro lado, es dificil predecir la evolucidn de la enfermedad en nifios con bronquiolitis
severa, existen estudios que sugieren la carga viral como factor predictor del curso de la

enfermedad (Christakis et al., 2005; Gomez et al., 2018).
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Sin embargo, su papel no es concluyente en cuanto a las infecciones causadas por distintos
subtipos. Existen estudios donde las variantes del subgrupo A estan asociadas a cuadros
clinicos mas severos y a la produccion de cargas virales significativamente mas altas (Cristy et
al., 2013). En cambio, existen otros estudios en los que el subtipo B es mds agresivo (Hornsleth

et al., 1998) y en algunos en los que no se encuentran diferencias (Liu et al., 2016).

1.4 Epidemiologia

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) 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 y los adultos mayores (Liu et al., 2012; Pagarolas et al., 2014). A nivel mundial, las IRAs
causan una morbilidad y mortalidad significativas que, respectivamente, resultan en
enfermedad grave en 3 a 5 millones de personas y muerte en hasta 500.000 personas. El VRS

es uno de los agentes mas frecuentes en las IRAs. (Yan et al., 2017).

El VRS causa epidemias anuales, en climas templados, presenta un claro patrén estacional
donde las epidemias empiezan a fines del otofio y duran hasta comienzos de la primavera.
Cada epidemia dura aproximadamente 5 meses, con un pico de maxima actividad durante
diciembre, enero o febrero en el hemisferio norte, y junio, julio o agosto en el hemisferio sur.
Una excepcidn la constituyen Finlandia y otros paises escandinavos, en donde las epidemias se
producen con un pico menor desde febrero a agosto y otro mayor desde septiembre a marzo.
En dreas tropicales o subtropicales las epidemias estan asociadas con las estaciones de lluvia y

acontecimientos multitudinarios como festivales religiosos (Felton et al., 2004).

La expresion de la enfermedad causada por el VRS parece estar relacionada con la edad, la
clinica y los factores socioecondmicos. Una proporcion considerable de los nifios ingresados
provienen de regiones con condiciones socioecondmicas mds bajas. Durante las ultimas
décadas, muchos estudios han demostrado claramente que el VRS es un patdgeno grave en
ciertas poblaciones de adultos, incluidas las instituciones de atencidon a largo plazo. La
infeccién por VRS puede causar una morbilidad significativa en pacientes hospitalizados, con

tasas de mortalidad de hasta 12%. (Kumar et al., 2017).

Cuanto menor es la edad del paciente, mayor es la inmadurez del sistema inmunitario y

mayor es la posibilidad de una primoinfeccién, que tiende a ser mds grave que la reinfeccion
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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 (Park et al., 2017).

Durante el pico de una epidemia podemos detectar VRS hasta en el 89% de los nifios
pequefios ingresados en hospitales con patologia aguda de vias respiratorias bajas (Fabbiani et

al., 2009).

Los adultos también presentan una elevada incidencia de los principales virus respiratorios
asociada a la circulacion comunitaria. Este fendmeno epidemiolégico determina un incremento
muy importante en la llegada de pacientes adultos a las urgencias hospitalarias, el cual se
traduce en una necesidad de ingresos hospitalarios y generalmente un cierto colapso del
sistema asistencial. Algunas de estas infecciones presentan una mayor morbilidad y mortalidad
y precisan del ingreso del paciente en unidades de cuidados intensivos (UCls) (Malhotra et al.,

2016).

Como se decia anteriormente, el subtipo viral influye en la patogenia y por tanto en la
capacidad de transmisidn de la infeccion. La variabilidad de los aislamientos del VRS ha sido
examinada a nivel antigénico y genético. En 1985, Anderson y colaboradores mostraron que,
los subtipos A y B han coexistido por mas de 20 afios, que tenian una distribucion mundial y
que podian cocircular durante una misma epidemia. Por otra parte, con estudios de
secuenciacién masiva se pudo comprobar que las variantes del VRSA se observan en todo el
mundo, mientras que del VRSB no. La vigilancia continua de la epidemiologia molecular de los
genotipos del VRS es importante para detectar la aparicidon de nuevas cepas virales, predecir su
impacto clinico y seleccionar cepas candidatas para el desarrollo de vacunas y terapias (Agoti

et al., 2014).

Como ya se indicaba anteriormente, los subtipos circulantes pueden coexixtir o alternarse,
incluso, se pueden producir variantes evolutivas del mismo subtipo. Asi surgen las variantes
del subtipo A (GA, SAA y ON1) y del subtipo B (GB, SAB y BA) (Greenough, 2002; Tregoning,
2010; Eshaghi et al., 2012).
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1.5 Diagnostico

El diagndstico de las infecciones virales se puede realizar de forma directa, cuando se
detecta el virus completo o alguno de sus componentes (antigenos virales o genoma), o de
forma indirecta cuando lo que se detecta es la respuesta de anticuerpos especificos frente al

virus por técnicas inmunoldgicas.

La muestra clinica de eleccién para el diagndstico directo viral de una infeccion es el lavado
nasal profundo, pero, a falta de éste, es el exudado nasofaringeo, ya que permite obtener la
tasa mas alta de recuperacion viral (Jorgensen et al., 2015). Aunque la tecnologia ha
desarrollado métodos muy sensibles que permiten el diagndstico sobre material deteriorado o
mal recogido, lo aconsejable es enviar al laboratorio las muestras refrigeradas y procesarlas lo
mas rapido posible (dada la labilidad del VRS), sobre todo si se aplican técnicas donde se

requiere que el virus esté intacto, como en el caso del cultivo celular.

A continuacidn, se presentan los métodos diagndsticos utilizados para la deteccidn del VRS:

La microscopia electronica permite la visualizacion de la estructura del virus en las

muestras. Fue muy importante en los inicios de la virologia, pero actualmente este método ha
sido desplazado por técnicas de deteccién de antigenos y genoma mas rapidos, sencillos y

sensibles (Elmer et al., 2006).

Los cultivos celulares permiten el aislamiento del VRS a partir de la muestra clinica,

utilizando lineas celulares de distinta procedencia. Este ha sido clasicamente el procedimiento
de referencia en el diagndstico de las viriasis respiratorias. El VRS se replica en las lineas
continuas Hep-2 (carcinoma de laringe), A549 (carcinoma de pulmén humano), LLC-MK2 (rifidn
de mono Rhesus) y la linea semicontinua MRC-5 (fibroblastos de pulmén embrionario
humano). El tiempo medio de crecimiento del VRS es de 7 a 9 dias. Esta demora en la
obtencién de resultados hace que, en gran medida, el diagndstico clasico por cultivo pierda
utilidad en la practica clinica diaria. Sin embargo, para resolver en parte este inconveniente del
cultivo tradicional, se desarrolld la técnica de cultivo rapido o en shell-vial (SV) que, sin perder
la especificidad y las ventajas del cultivo, permite un diagndstico en un tiempo mucho menor.
Pero el cultivo, ademas del diagndstico, presenta las ventajas de poder disponer de las cepas
para estudios adicionales: serotipificacion, pruebas de sensibilidad, estudios epidemioldgicos,

etc., y de ser un sistema abierto que permite detectar, en principio, cualquiera de los virus
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causantes del proceso frente al resto de técnicas que comentaremos que, en principio, deben

ir dirigidas frente a un microorganismo concreto (Dunn et al., 2004).

Figura 25. a) Efecto citopatico de células Hep-2 infectadas por VRS (Tomada de la Dra.
Maria José Martinez de la Universidad de Chile). b) Efecto citopdtico de células MRC-5
infectadas por VRS (Tomada del laboratorio de Virologia del HUCA).

La deteccion de antigeno viral se puede realizar por medio de técnicas inmunoldgicas, con

anticuerpos monoclonales marcados con una sustancia fluorescente, o enzimatica. La
utilizacion de anticuerpos monoclonales en el diagndstico de las infecciones virales ha
permitido facilitar la identificacion de los aislamientos que se llevan a cabo en cultivo y el
desarrollo de metodologias que permiten el diagndstico directamente a partir de muestras

clinicas (Rovida et al., 2005).

Las técnicas mas utilizadas son la inmunofluorescencia, el enzimoinmunoensayo y la

inmunocromatografia.

a) La inmunofluorescencia es una técnica que permite detectar y localizar antigenos en

células o tejidos. El anticuerpo especifico se conjuga con compuestos fluorescentes (ej.
isocianato de fluoresceina), sin alterar su reactividad inmunitaria. El anticuerpo conjugado se
afiade a las células en las que se supone que se haya el virus y se fija a los antigenos viricos,
formando asi, un complejo inmunitario estable. La preparacién resultante se observa en un
microscopio de fluorescencia, pudiendo detectarse, por su color verde manzana brillante, los
antigenos unidos especificamente a los anticuerpos fluorescentes. Es un método rapido,

sensible y muy especifico. (Aldous et al., 2005).
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Figura 26. Inmunofluorescencia indirecta del VRS. (Tomada del laboratorio de Virologia del
HUCA).

b) El enzimoinmunoensayo se basa en la captura del antigeno por anticuerpos especificos

unidos a una fase sodlida, en general el pocillo de una microplaca o una pequefia esfera de
plastico. El antigeno viral se detecta mediante la adicién de otro anticuerpo especifico
conjugado a un enzima que provoca la aparicién de un producto coloreado a partir de un
substrato incoloro.

c¢) Por dltimo, la inmunocromatografia permite detectar el agente etioldgico

directamente desde la muestra. Consiste en una membrana porosa, la cual contiene un primer
anticuerpo especifico contra el antigeno, ligado a particulas de latex o metal coloidal (reactivo
detector). La membrana en su parte superior contiene inmovilizado un segundo anticuerpo
especifico contra el antigeno, que esta ligado a un reactivo de captura. Al depositar la muestra
se difunde por la almohadilla absorbente, encontrandose el antigeno de la muestra con el
primer anticuerpo. Este complejo se difunde por capilaridad a lo largo de la membrana hasta
encontrarse y unirse (en su parte superior) al segundo anticuerpo. Asi el reactivo detector y el
reactivo de captura se encuentran, produciéndose una linea de color en la zona superior de la

membrana (Pérez-Ruiz et al., 2003).

El uso de las técnicas de deteccion gendmica se ha extendido considerablemente su uso,

sobre todo aquellas basadas en la técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) que
ha permitido la elaboracion y el desarrollo de protocolos a medida. Ofrecen ventajas con
respecto al cultivo, como no necesitar el virus intacto y la obtencién de resultados en menor
tiempo, constituyendo en muchos casos una técnica de eleccién en muestras con poca carga

viral.

En la dltima década la tecnologia de amplificacién gendmica se ha sofisticado haciendo el

trabajo mas simple al incorporar sistemas automatizados de extracciéon de acidos nucleicos,
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que permiten procesar un elevado nimero de muestras con un tiempo de preparacion
minimo, y las técnicas de amplificacion, como la PCR a tiempo real, que permiten llevar a cabo
a la vez la amplificacidn y deteccién viral en el mismo tubo de reaccidon. Estos nuevos formatos
ofrecen sensibilidad y especificidad equiparables a los formatos clasicos de la PCR
convencional, asi como mayor rapidez y simplicidad en la ejecucidon del procedimiento.
Ademas de la rapidez y de la disminucién del riesgo de contaminacidn, permiten cuantificar de
manera sencilla la cantidad de genoma viral presente en una muestra clinica. (Bonnin et al.,

2016; Gomez-Novo et al., 2018).

Identificacion de cepas por MALDI-TOF: Como su nombre indica, la espectrometria de

masas (“Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight” (MALDI-TOF MS) consiste
en separar e identificar moléculas seglin su masa y su carga, permitiendo la identificacién de
microorganismos mediante el andlisis de proteinas a través de la creacién de un espectro de

masas que es especifico para cada género y especie (Patel R, 2015).

El uso de la espectrometria de masas para identificar bacterias a través de la deteccion de
biomarcadores fue propuesto en 1975 por Anhalt y Fenselau, mediante un estudio que
combind métodos de pirdlisis y espectrometria de masas para la caracterizacién de especies
bacterianas patdgenas (Anhalt J. et al., 1975). A finales de los afios noventa, se encontré que la
aplicacion de la espectrometria de masas en células bacterianas enteras producia espectros de
proteinas caracteristicos y reproducibles que podian utilizarse para la identificacidon bacteriana
a nivel de género y especie; el desarrollo de bibliotecas de espectros con cepas de referencia,
integradas a programas informaticos con algoritmos de decisidén, permitid la aplicacién de la
espectrometria de masas en el analisis de la composicion proteinica de los microorganismos de

manera rutinaria en los laboratorios de microbiologia (Claydon MA. Et al., 1996; Patel R, 2013).

En el campo de la Virologia el uso del MALDI-TOF ha avanzado menos que en bacteriologia
o0 micologia. Sin embargo, muchos investigadores han demostrado su utilidad para el
diagnodstico de diversos virus infecciosos en muestras clinicas como virus Influenza A,
Enterovirus, Virus del Papiloma Humano, Virus del Herpes, etc. analizando el material genético
viral amplificado previamente mediante PCR. Ademds de la identificacién viral, el MALDI-TOF
ha sido usada para genotipar poliomaviruses, hepatitis B y hepatitis C, y para identificar los
subtipos de la IA. En este Ultimo caso es especialmente util, ya que, la deteccién del virus IA es
un desafio para los métodos moleculares basados en PCR, debido a progresivos cambios
antigénicos, lo que provoca que los cebadores existentes no hibriden con sus respectivas

secuencias diana y deben redisefarse repetidamente. Sin embargo, una rapida identificacidon y
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caracterizacion de las cepas virales por MALDI-TOF permitiria iniciar una terapia temprana y
efectiva para prevenir una posible pandemia, convirtiéndose asi en un enfoque rapido y

confiable para detectar subtipos y tipos de virus influenza (Patel, 2015).

1.6 Tratamiento y vacunas

No existe un tratamiento etioldgico efectivo para la clinica producida por el VRS. El manejo
de la infeccidn recae sobre una adecuada monitorizacion y tratamiento de soporte:
fluidoterapia, aportes de oxigeno, desobstruccion nasal y medidas posturales. Otras terapias
ensayadas como la utilizacion de broncodilatadores inhalados, corticoides, suero salino
hipertonico nebulizado, antibidticos, heliox nebulizado, 6xido nitrico, rivabirina e
inmunoglobulinas, han sido ensayados con diferentes resultados (Martindn-Torres et al.,
2001). El uso de broncodilatadores es controvertido, pero parece beneficiar a nifios con
sintomas asmaticos. Los corticoides se usan comUnmente como terapia antiinflamatoria
(Greenough, 2002). La ribavirina, aprobada en 1986 para el tratamiento de las infecciones por
el VRS (Rodriguez, 1999) se emplea poco en la practica clinica debido a que presenta una

eficacia reducida y requiere altas dosis (Cooper, 2001).

El mejor avance en el tratamiento farmacoldgico de la bronquiolitis aguda por VRS en los
Ultimos afios se debe al campo de la prevencién. En la actualidad, para proteger contra la
enfermedad severa por VRS a nifios de alto riesgo durante los periodos epidémicos, se utiliza
como inmunoprofilaxis pasiva un anticuerpo monoclonal humanizado, especifico contra la
proteina F: palivizumab (Synagis®). La dosis recomendada de palivizumab es de 15 mg/kg de
peso, administrada una vez al mes durante los periodos previstos en que exista riesgo de

infeccidn por VRS (cuando el virus este circulando en la poblacién) hasta un maximo de 5 dosis.

Seguln las ultimas recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Neonatologia (SENeo),
(Figueras et al.,, 2015) el palivizumab se pautard en los grupos que se detallardn a

continuacion:

-Prematuros sin displasia broncopulmonar (DBP) ni cardiopatia congénita y con edad

gestacional < 28 semanas y 6 dias, indicado en los primeros 12 meses de vida,

-Prematuros moderados (edad gestacional entre las 32 y 34 semanas y 6 dias), solo se

tratarian de forma excepcional aquellos que reunieran los 2 criterios mayores (edad menor de
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10 semanas al inicio de la estacién y con al menos un hermano que acude al colegio o

guarderia).

- Grupo de edad gestacional intermedia, entre 29 semanas 0 dias y 31 semanas y 6 dias, se

trataria si la edad al inicio de |la estacion fuera menor de 6 meses.

-Neonatos con cardiopatia congénita y con alteracion hemodindmica persistente o DBP que
requiera tratamiento, de su patologia de base en los ultimos 12 meses, deberian ser tratados

un segundo afio.

Estudios observacionales realizados en paises occidentales han demostrado el efecto de
palivizumab no solo en la reduccién de hospitalizaciones en recién nacidos prematuros
infectados por VRS sino también en la prevencién de sibilancias recurrentes durante 12-36
meses de seguimiento. Evitar un ingreso hospitalario sugiere haber reducido la gravedad de la

infeccidn, los costes propios del ingreso y los costes sociales afiadidos (Figueras et al., 2010).

Actualmente no existe una vacuna eficaz contra la infeccién del VRS. Los principales
objetivos del programa de vacunacion son prevenir la infeccién del tracto respiratorio inferior,
las hospitalizaciones y las muertes asociadas con la infeccién por VRS. De forma indirecta esta
vacunacion deberia disminuir las complicaciones secundarias como la otitis media, la sinusitis y

la infrecuente sobreinfeccién bacteriana pulmonar.

Ya en los afos 60, se llevd a cabo un intento de vacunacién utilizando virus inactivados que
resultdé ser inmunogénica, pero esta provocd un incremento en la severidad de la infeccion
pulmonar en los nifios vacunados y posteriormente infectados de manera natural por VRS. La
causa del fracaso de esta vacuna fue la produccion de anticuerpos no protectores vy
patogénicos que presentaban baja afinidad por el virus, debido a una pobre estimulacién de

los receptores Toll-Like (TLRs) (Delgado et al., 2009).

Se han desarrollado los siguientes tipos de vacunas:

-Vacunas vivas atenuadas: Sus ventajas potenciales incluyen la generacidon tanto de

inmunidad a nivel local como sistémico, la posibilidad de ser administradas en multiples
ocasiones y la posibilidad de actuar en presencia de anticuerpos maternos. Actualmente se
sigue investigando en este camino con las cepas mutadas por ingenieria genética, para
conseguir la creacién de vacunas para uso en nifios que sean atenuadas, inmunogénicas,

genéticamente estables y no transmisibles (Schickli et al., 2009).
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-Vacunas de subunidades: disefiadas para inducir una respuesta con anticuerpos

neutralizantes capaz de proteger las vias respiratorias bajas. A diferencia de las vacunas
inactivadas, las vacunas de subunidades contienen solo componentes antigénicos especificos
del patégeno (generalmente ubicados en la superficie del viridn) que son necesarios para
provocar respuestas inmunitarias apropiadas. Dado que este tipo de vacuna no contiene el
microorganismo vivo, no existe riesgo de reversién de patdgenos a la virulencia y las
respuestas inmunes no deseadas se reducen en gran medida tras la vacunacidn. Por lo tanto,
las vacunas de subunidades son consideradas como una alternativa mucho mds segura. Sin
embargo, debido a la naturaleza no replicante y a los componentes limitados de las vacunas de
subunidades, son poco inmunogénicos. Se requieren dosis mas altas, administracion de
refuerzo y administracidon conjunta de agentes inmunoestimulantes (adyuvantes) para dicha
vacuna. Actualmente hay varias vacunas basadas en subunidades de VRS que incluyen
particulas basadas en proteinas, basadas en péptidos (VLP), particulas similares a bacterias
(BLPs), virosomas y nanoparticulas que se encuentran en ensayos clinicos (Jaberolansar et al.,

2016).

El campo de las vacunas basadas en acidos nucleicos ha visto un progreso cientifico y clinico

significativo desde su inicio a principios de los afos noventa. Especificamente, ahora se han
generado importantes datos de eficacia clinica para vacunas de ADN mejoradas con
electroporacion, y los prometedores datos de desarrollo temprano para vacunas de ARN
parecen alentadores. Con plataformas de administracion mejoradas y optimizadas, se ha
abordado el obstdculo histérico de la baja inmunogenicidad de la vacuna, y ahora se esta
reportando una eficacia clinica innovadora. Aunque una vacuna basada en acidos nucleicos
aun no ha llegado a la clinica, hay varios candidatos prometedores que se encuentran en las
etapas de desarrollo. Con los avances en el disefio y desarrollo de plataformas de distribucion
adecuadas para inmunizar a las poblaciones vulnerables, esperamos que los ensayos clinicos

de estos candidatos comiencen pronto (Smith et al., 2017).

A pesar de los esfuerzos realizados, la vacuna efectiva esta por llegar. Asi pues, la mejor
medida preventiva es el diagndstico rapido de la infecciéon para actuar de la manera mas

eficiente.
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1.7 Otros virus que provocan infecciones respiratorias

Las infecciones respiratorias agudas de origen viral se presentan principalmente en las
épocas frias, en forma de brotes epidémicos de duracion e intensidad variable (Borchers et al.,
2013). Estas infecciones afectan preferentemente a la poblacién infantil, que pueden llegar a
tener hasta 8 episodios en un afo (Park et al.,, 2017). Por otro lado, los adultos también
presentan una elevada incidencia asociada a la circulacién comunitaria de los principales virus
respiratorios de gravedad variable y que se traduce en una necesidad de ingresos hospitalarios
y generalmente un cierto colapso del sistema asistencial (Malhotra et al., 2016). Debido a la
posibilidad de la aparicién de infecciones nosocomiales es imprescindible realizar el
diagnéstico etioldgico de las IRAs con el objetivo de establecer sistemas de control y vigilancia

(Schnell et al., 2014).

Ademas del VRS, otra serie de virus van a producir patologia respiratoria como los virus
Influenza A y B (IA, IB); Picornavirus (Rinovirus (RV) y Enterovirus (EV)); Adenovirus (ADV); el
Virus de Parainfluenza 1-4 (VPI 1-4); Metapneumovirus (MPV) y Coronavirus (CoV). En la tabla

3 se muestra una relacion de los virus implicados en las infecciones respiratorias.

Tabla 3. Resumen de la etiologia viral respiratoria.

Tipo de virus

Caracteristicas
biolégicas

Cuadro Clinico

Periodo del aiio

Virus Respiratorio

Sincitial

Influenzavirus

Rinovirus

Enterovirus

Adenovirus

Parainfluenza

Metapneumovirus

Coronavirus

Virus ARN
F. Pneumoviridae
Subtipos Ay B
Virus ARN
F. Orthomyxoviridae
TiposA,ByC
Virus ARN
F. Picornaviridae
Grupos A, By C
Virus ARN
F. Picornaviridae

Virus ADN
F. Adenoviridae
55 serotipos
Virus ARN
F. Paramyxoviridae Género
Paramyxovirus: tipos 1- 4
Virus ARN
F. Pneumovirinae
Grupos Ay B

Virus ARN
F. Coronaviridae

Edad: lactantes y adultos
Bronquiolitis, sibilancias
recurrentes, neumonias

Edad: todas
Sindromes febriles. Gripe.

Edad: todas
Lactantes: sibilancias

Edad: todas.
Herpangina, sindrome boca-
mano-pie, sindromes febriles

Edad: todas

Faringoconjuntival, bronquiolitis,
neumonias, sindromes febriles
Edad: < de 5 afios.
Bronquiolitis y neumonia en
lactantes
Edad: 50% menores de 12 meses
Bronquiolitis, sibilancias
recurrentes
Responsables de un 15-30% de
las IRAs

Bronquiolitis, neumonia

Otofio e invierno

Invierno

Otofio y primavera

Verano y otofio

Invierno, primavera y

comienzo del verano

Otofio y primavera

Primavera

Finales de invierno y

principios de
primavera

F.: familia
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Como se decia anteriormente, en la actualidad se conocen los picos de las distintas
infecciones virales, sin embargo, la relacidon entre la aparicién de un tipo de virus con otro
todavia no esta clara. En nuestro entorno, por regla general, el VRS aparece normalmente de
noviembre a marzo y suele preceder a la gripe, pero no siempre ocurre asi. Existen factores

externos, que no se analizan y que podrian alterar dicho comportamiento.

1.7.1 Infecciones mixtas

En el diagndstico de la infeccién respiratoria no es infrecuente encontrar infecciones
producidas por mas de un virus, es decir, infecciones mixtas o coinfecciones, variando del 10%
al 30%. La deteccién de mas de un virus en un mismo proceso respiratorio puede ser
interpretada como infeccién multiple de las células del tracto respiratorio, sin embargo,
también deberia contemplarse la posibilidad de que sélo uno de los virus sea el verdadero
causante del sindrome vy, el segundo (o el resto), refleje una colonizacidon asintomatica. Por
tanto, seria mas preciso hablar de codeteccidon o deteccion multiple de virus. Esta variacién
puede ser debida, en primer lugar, a los métodos diagndsticos empleados, y, por otro lado, a la
inmadurez del sistema, sobre todo en lactantes, y a la falta de exposicidn previa a otro agente.
Una opcién para tratar de determinar la verdadera implicacién de uno de los virus presentes

en la patologia respiratoria podria ser la cuantificacidn de los mismos (Essa et al., 2015)

La incidencia estacional de deteccidn viral mixta es detectable a lo largo del afio, con el pico

de incidencia durante los meses de enero, junio y noviembre (Harada et al., 2013).

1.7.2 Relacion CMV y VRS

La infeccién por CMV es una infeccion frecuente, el 60-90% de la poblacién adulta
presentan anticuerpos frente al virus (Gkrania-Klotsas et al., 2013). La clinica que produce
abarca desde cuadros asintomaticos, en la mayoria de las ocasiones, o sindromes febriles,
hasta cuadros mas graves que suelen ocurrir en pacienes inmunodeprimidos o en la infeccion

congénita.
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El CMV va a actuar como un agente inmunomodulador que va a contribuir a una mayor
susceptibilidad del paciente a enfermedades infecciosas, que podria llevarse a cabo

principalmente mediante 2 mecanismos:

-Una de las caracteristicas que comparte con el resto de los virus de su familia
(Herpesviridae) es el fendmeno de latencia, el virus queda latente de por vida en monocitos y
posiblemente también en otros drganos y tejidos. Se pueden producir infecciones recurrentes
debido a la reactivaciéon viral, aqui el sistema inmune juega un papel muy importante para
evitar dicha reactivacién. Existe una creciente evidencia de que la infeccidn latente por CMV
podria acelerar la inmunosenescencia, causando efectos perjudiciales similares a los

encontrados en los defectos inmunoldgicos asociados a la edad (Wenjuan et al., 2016).

-Por otro lado, esta descrito en casos de infecciones congénitas virales, como podria ser
en el caso de la Rubeola, o del VIH, en las que se producen defectos inmunoldgicos congénitos

gue van a hacer que el individuo pueda padecer procesos infecciosos a lo largo de su vida.

Ante estas premisas y ante el hallazgo rutinario del CMV en el laboratorio en el contexto
de procesos respiratorios, acompafiando en muchas ocasiones a otros virus “clasicamente
respiratorios”, se plantea la posibilidad de que este virus ejerza algun tipo de papel en la

gravedad del cuadro clinico del paciente.
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OBIJETIVOS

El VRS es uno de los principales agentes virales de las infecciones del tracto respiratorio, lo
que representa uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial. Dado que
todavia esta lejos la implantacion de una vacuna efectiva, identificar los marcadores virales
que influyen en el desarrollo de la enfermedad permitiria conocer la evolucidn de la infeccidny
el correcto manejo de los pacientes. El desarrollo tecnolégico en los laboratorios de
microbiologia ha permitido investigar y conocer factores mas seguros y precisos para el
manejo de las infecciones. El reto es trasladarlos a la practica diaria y fundamentarlos en
técnicas mas faciles de manejar, como el MALDI-TOF, conocido en otros campos de la
microbiologia. Entre estos marcadores, la determinacién de la carga viral y su normalizacion,
tan importantes en otras infecciones virales, pueden aclarar la evolucion de la infeccién y la
relacion de las infecciones mixtas. Ademas, caracterizar lo mas preciso posible los agentes
etioldgicos podria permitir realizar actuaciones individualizadas. Finalmente, un campo a
desarrollar es el conocimiento tanto de la etiologia como de la relacidn de los agentes virales
infectantes. En este contexto, el estudio de la infeccion congénita por CMV y sus

consecuencias también podrian tener sus repercusiones en la clinica.

Teniendo en cuenta estas permisas y con la idea de ahondar en el conocimiento de la

infeccién del VRS se han planteado los siguientes objetivos:

1) Conocer la incidencia de la infeccién por Virus Respiratorio Sincitial y analizar su
evolucidn durante tres temporadas segun variables epidemiolégicas (edad, estacionalidad) y
caracteristicas clinicas (sintomas, reinfecciones).

2) Determinar el significado de los marcadores virales como el subtipo, el genotipo y la
carga viral.

3) Estudiar la relaciéon del Virus Respiratorio Sincitial con otros virus respiratorios, las
caracteristicas epidemioldgicas y las repercusiones clinicas que se pueden derivar de estas
relaciones.

4) Valorar la infeccion del Virus Respiratorio Sincitial en el contexto de una infeccién por
CMV.

5) Desarrollar y aplicar un método de andlisis molecular basado en la tecnologia MALDI-
TOF para la identificacién de cepas de Virus Respiratorio Sincitial e implementarlo en la

practica diaria de un laboratorio de Virologia clinica.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 Pacientes y muestras

Desde el 1 de septiembre del 2014 al 28 de marzo del afio 2017 se recibieron en la seccidn
de Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA)
para el diagndstico de infecciones virales respiratorias un total de 17444 muestras: 8615
exudados faringeos, 7070 exudados nasofaringeos, 821 lavados nasales profundos, 526
exudados nasales, asi como, 412 muestras de vias bajas (lavado broncoalveolar, aspirado,
esputo y biopsia). Todas ellas fueron recogidas en un medio de transporte de virus (ViralPack;

Biomedics S.L.®, Madrid) y mantenidas a 42C hasta su procesamiento.

La vigilancia epidemioldgica y viroldgica de la gripe en Espafia se realiza durante el periodo
de actividad de la misma, de octubre a mayo (semanas 40-20). Ademads, durante los meses de
no circulaciéon se mantiene una vigilancia viroldgica llamada vigilancia intertemporadas, donde
se informa generalmente de la circulacidén de virus respiratorios, que siempre son (a excepcion
de producirse pandemias, como ocurrié en el afio 2009) no gripales. Como en este trabajo, los
periodos de tiempo, con excepcidon del ultimo, comprenden temporadas epidémicas y no

epidémicas, se llamaron temporadas epidemioldgicas.

Las muestras recibidas procedian de tres temporadas epidemioldgicas diferentes:
e Temporada 1 (T1-14/15): semana 36 del 2014- semana 39 del 2015.
e Temporada 2 (T2-15/16): semana 40 del 2015- semana 39 del 2016.
e Temporada 3 (T3-16/17): semana 40 del 2016- semana 13 del 2017.

La distribucién de las muestras recibidas segun la temporada se muestra en la tabla 4 y la

figura 7.
Tabla 4. Distribucion de los tipos de muestras recibidas en las tres temporadas.

T1-14/15 T2-15/16 T3-16/17 Total
Muestras 3915 6902 6627 17444
Ex. Faringeo 2098 3627 2890 8615
Ex. Nasofaringeo 1183 2527 3360 7070
Lavado nasal profundo 338 332 151 821
Ex. Nasal 188 201 137 526
Muestras de vias bajas 108 215 89 412

Ex.: exudado

Estas muestras procedian de 12486 pacientes (9321 (53,43%) hombres y 8123 (46,57%)
mujeres) con sintomas de infeccion respiratoria. De estos, 1538 (8,81%) eran
inmunodeprimidos (pacientes trasplantados de érganos sélidos, trasplantados de progenitores

hematopoyéticos u otros trastornos hematoldgicos). De los 12486 pacientes, 1465 acudieron 2
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veces, 345 fueron 3 veces, 112 lo hicieron 4 veces, 43 5 veces y 53 acudieron mas de 5 veces.
Dado que las muestras procedentes de un mismo paciente recibidas con mas de un mes de
diferencia se consideraron procesos distintos y se contabilizaron como si fuesen pacientes
diferentes, el nimero de muestras y pacientes es equivalente. Posteriormente se procedio a la
revisién de las historias clinicas de los mismos para conocer su clinica y los indices de gravedad

fueron los aplicados en el Servicio de Urgencias de Pediatria del Hospital Universitario Central

de Asturias.
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mT1-14/15

0, .
80% mT2-15/16
T3-16/17
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40% -

20% -

0% T T T T 1
Ex. Faringeo Ex. Lavado nasal Ex. Nasal Muestras de
Nasofaringeo  profundo vias bajas

Figura 27. Tipos de muestras enviados en cada temporada epidemioldgica.

Los pacientes se distribuyeron en los grupos de edad que se observan en la tabla 5.

Tabla 5. Distribucidon de los pacientes segin edad y temporada, detallando los pacientes
inmunodeprimidos en cada grupo de edad establecido.

Edad T1-14/15 T2-15/16 T3-16/17 Total Pacientes ID
<1 574 860 794 2228 55
1-3 794 1707 1253 3754 82
4-5 295 687 418 1400 41

6-15 463 970 696 2129 96

16-25 116 172 148 436 58

26-35 152 240 182 574 94

36-45 218 329 281 828 158

46-55 245 363 325 933 228

56-60 186 288 248 722 188

61-65 169 283 274 726 163

66-70 160 249 324 733 135

71-75 129 205 357 691 81

76-80 172 209 355 736 56

81-90 202 271 783 1256 96
>90 26 42 171 239 6
NC 14 27 18 59 1

Total 3915 6902 6627 17444 1538

NC: no consta; ID: inmunodeprimidos.
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Los pacientes se clasificaron segln presentaran signos de infecciones respiratorias de vias

bajas o del tracto inferior (IRTI): bronquitis, bronquiolitis, neumonia, etc.; vias altas o tracto

superior (IRTS): faringitis, sinusitis, otitis media, resfriado comun, etc. Aquellos cuyos sintomas

clinicos eran la presencia de fiebre, nduseas y malestar general fueron incluidos como

pacientes con sindrome sistémico (SS). Atendiendo a esta clasificacién, la distribucion de los

pacientes segln su clinica en las tres temporadas epidemioldgicas se muestra en la tabla 6y la

figura 8.

Tabla 6. Distribucidn en las tres temporadas de los pacientes segun la clinica presentada en
cada grupo de edad.

IRTI IRTS SS Total
T1-14/15 T2-15/16 T3-16/17 | T1-14/15 T2-15/16 T3-16/17 | T1-14/15 T2-15/16 T3-16/17
<1 87 375 391 17 139 128 470 346 275 2228
1-3 57 370 325 55 391 301 682 946 627 3754
4-5 20 157 103 22 136 129 253 394 186 1400
6-15 38 220 202 45 245 146 380 505 348 2129
16-25 17 50 46 20 38 27 79 84 75 436
26-35 18 85 67 19 33 24 115 122 91 574
36-45 23 131 127 16 42 24 179 156 130 828
46-55 22 169 132 16 38 42 207 156 151 933
56-60 23 127 125 9 27 25 154 134 98 722
61-65 17 135 142 3 22 24 149 126 108 726
66-70 17 116 157 4 22 33 139 111 134 733
71-75 17 104 187 1 14 32 111 87 138 691
76-80 17 113 171 4 18 32 151 78 152 736
81-90 26 160 360 3 29 85 173 82 338 1256
>90 1 13 79 3 4 21 22 25 71 239
NC 4 11 12 2 1 2 8 15 4 59
Total 404 2336 2626 239 1199 1075 3272 3367 2926 17444
NC: no consta.
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Figura 28. Distribucion en las tres temporadas de los pacientes segun la clinica presentada

en cada grupo de edad.
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3.2 Métodos

3.2.1 Diagnéstico viral

3.2.1.1 Procesamiento de las muestras

La identificacion de los diferentes virus, incluido el VRS, se llevd a cabo segun los protocolos
establecidos en la Seccién de Virologia del HUCA. Una vez que la muestra llegé al laboratorio
se descontamind con antibidtico y se dividio en tres alicuotas: una para el cultivo del virus en
diversas lineas celulares, otra para la deteccion del genoma vy, una tercera, para la deteccién de
antigenos virales. Las alicuotas se procesaron inmediatamente (antigeno y genoma) o en las
dos horas posteriores a su preparacion. Hasta entonces se mantuvieron a 42C. Se considero la
presencia de un agente viral cuando se logré el aislamiento del virus o se detecté genoma o

antigenos en la muestra analizada.

3.2.1.2 Deteccion de antigeno en la muestra por Inmunofluorescencia

Las muestras recogidas en torunda se introdujeron en un
criovial con tampdn PBS, se agitd y se retird. El resto de
muestras, si eran muy mucosas, como esputos o aspirados
traqueales, se les traté previamente con L-cisteina y se le
afiadié PBS. A continuacion, todos los tipos de muestras se

procesaron por igual:

e  Se centrifugd el criovial para recoger las células de la

Figura 29. Micrografia en la que se
observan células procedentes de un
exudado faringeo infectadas por VRS

marcadas con un anticuerpo conjugado con

mucosa.

e El precipitado se depositd sobre pocillos de un
portaobjetos que se dejé secar al aire.

e Las células depositadas se fijaron con glutaraldehido.

e  Se realizd una tincién con anticuerpos monoclonales especificos (Pasteur Diagnostics,
Lyon, Francia) que reconocen antigenos de los virus a estudiar.

e Se incubd en camara hiumeda durante 30 minutos a 372C y, después de hacer dos
lavados con PBS y uno con agua se deja secar al aire, se colocé un cristal con glicerol y se

observé mediante un microscopio de fluorescencia (Olympus, Tokio, Japén) (Figura 9).
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3.2.1.3 Diagndstico basado en técnicas de amplificacion genémica

En todos los casos se llevd a cabo la extraccién y purificacion de los acidos nucleicos
presentes en las muestras mediante la tecnologia de particulas magnéticas recubiertas de
silice. Para ello se utilizd un extractor automatico (Magnapure 96 o Magnapure LC 2.0, Roche

Diagnostics, Mannheim, Alemania) siguiendo las indicaciones del proveedor.

La deteccién de los diferentes genomas virales se llevd a cabo mediante una
retrotranscricion (RT)-PCR a tiempo real (TR). Para ello, 5 ul del extraido fueron amplificados
usando el preparado comercial TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Estados Unidos) en un volumen final de 10ul al que se le afiaden los cebadores (450

nM) y las sondas (125 nM) recogidas en la tabla 7.

Tabla 7. Cebadores y sondas utilizados en la deteccion de virus respiratorios.

Virus Nombre* Secuencia (5’ > 3’)

1A IA-TR-S GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
IA-TR-A AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA
IA-FAM TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG

1B IB-TR-S AACATGGTAGTGAAACTGGGTGAA
IB-TR-A CAGCATGCGCATTTTGGAT
IB-NED ATAACCAGATGATGGTCAAA

VRS VRSA-TR-S GCCAGTGGCATTGCTGTAT
VRSA-TR-A CTGACTACGGCCTTGTTTGT
VRSB-TR-S GCAAGTGGTATAGCTGTAT
VRSB-TR-A CTGACTACAGCTTTGTTTGT
VRS-VIC AGAAGTGAACAAGATCAA

VPI 1-3 Para-TR-S CATGTMMATGCAACWGGMWCMWTA
Para-TR-A TGAWGMWGCCCAGATRACYAGA
Paral3-FAM TTTGYTATCCTTTAATGGAT

MPV Meta-TR-S CGCACTATGTGATTTTATGGATCTAGA
Meta-TR-A GCTTCAACAGTAGCTGACTCACTCTCT
Meta-NED AAGAACACACCTGTTACAATA

CoV Corol2-TR-S TATGTTGCWTTRCARACTGATGT
Corol12-TR-A TGMAGTTTGTGTAATAGCATCATTAAC
Coro34-TR-S GGCTGTATGATGAATGTTGCTAAGT
Coro34-TR-A GAMCCTGCACCTAAATGCMAA
Coro-VIC CAAGAAAATCAGAAAATT

Picornavirus Picor-TR-S GCCCCTGAATGYGGCTAA

(Rinovirus y Enterovirus) Picor-TR-A1 GAIACYTGWGCICCCAT
Picor-TR-A2 ATTGTCACCATAAGCAGCCA
Picor- VIC ACTTTGGGTGTCCGTGTT

ADV ADV2-TR-S CCAGGACGCCTCGGAGTA
ADV2-TR-A AAACTTGTTATTCAGGCTGAAGTACGT
ADV4-TR-S GGACAGGACGCTTCGGAGTA
ADV4-TR-A CTTGTTCCCCAGACTGAAGTAGGT
ADV2-NED AGTTTGCCCGCGCCACCG
ADV4-NED CAGTTCGCCCGYGCMACAG

B-Globina Beta-TR-S ACACAACTGTGTTCACTAGC
Beta-TR-A CCAACTTCATCCACGTTCACC
Beta-FAM TGCATCTGACTCCTGAGGA

*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 fluoréforo que portan (FAM, NED o VIC).
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Todas las amplificaciones, asi como los andlisis de éstas, se realizaron usando un Applied
Biosystems 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, Estados Unidos). Este
es un sistema con tres canales de lectura o emisidn/excitacion y, por tanto, permite detectar
tres fluoréforos simultaneamente. Asi, en una misma reaccion se pueden detectar dianas
distintas por lo que se protocolizd la deteccién de virus respiratorios, asi como el gen de la
Betaglobina humana, en tres RT-PCR-TR multiples: a) Influenzavirus A, Influenzavirus B y Virus
Respiratorio Sincitial; Parainfluenzavirus (PIV 1/3), b) Metapneumovirus y Coronavirus y c)
Betaglobina humana, Picornavirus y Adenovirus (Tabla 7). El perfil térmico utilizado es de 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.

En al caso de detectar picornavirus, la diferenciacién entre enterovirus y rinovirus se llevo a
cabo mediante dos RT-PCR-TR distintas realizadas en paralelo utilizando el mismo reactivo e
idéntico perfil térmico que los descritos anteriormente. A ambas reacciones se les afadio el
cebador Picor-TR-S y la sonda Picor-VIC. El segundo cebador aifadido a cada RT-PCR-TR segun

el virus a determinar, Picor-TR-A1 (enterovirus) o Picor-TR-A2 (rinovirus).

Como resultado de la RT-PCR-TR descrita anteriormente, se obtiene un ciclo umbral (Ct, del
inglés Cycle threshold) que es utilizado para calcular la carga viral presente en la muestra,
medida como ndimero de copias de genoma viral, sirviéndonos de curvas de patron externo.
De forma paralela y con el objeto de evaluar la calidad de la muestra, asi como normalizar la
carga viral haciéndola independiente de la cantidad de células presentes en la muestra, se
amplificé y cuantificd el gen de la Betaglobina humana en cada muestra obteniendo un Ct.
Mediante estudios previos se generd una curva patron que permite establecer una correlacion
entre el Ct obtenido al cuantificar la betaglobina de la muestra con el nimero de células
presente en dicha muestra. Uniendo ambos valores la carga viral se indica como el logaritmo

del nimero de copias de genoma viral por cada 1000 células (Alvarez-Argiielles et al, 2015).

3.2.1.4 Diagndstico basado en técnicas de cultivo celular

El cultivo celular convencional es el método que permite recuperar la cepa viral que
produce la infeccion. Se inocularon las muestras en tubos que contienen monocapas celulares

de la siguiente forma:
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e Se elimind el medio de los tubos.

e Se afiadio 300 pl del criovial con la muestra descontaminada correspondiente al
cultivo celular, y se dejo incubar durante 1 hora en estufa de CO, a 379C,
adsorbiendo por reposo de la muestra sobre la monocapa celular.

e Se decantd y se anadid 1,5 ml de medio de mantenimiento y 2 gotas de antibidtico
(Gentamicina y Fluconazol).

e Seincubd a 372C en atmdsfera con 5% de CO,.

e Alas 24 horas se cambié el medio de mantenimiento. Las muestras contaminadas o

con toxicidad se reinoculan.

El tiempo de incubacidn fue de 15 dias. Los inéculos se observaron semanalmente y en el caso
de mostrar efecto citopatico se identificé por inmunofluorescencia. Cuando no se observo
efecto citopatico durante el seguimiento se realizé igualmente una inmunofluorescencia al

final del tiempo de incubacion.

3.2.1.5 Deteccion de CMV en pacientes infectados por VRS

Segun los protocolos del laboratorio el CMV se programa de manera rutinaria a menores de
1 afio, a inmunodeprimidos en general y en cuadros clinicos compatibles con su infeccion.
Para la deteccion del genoma en muestras respiratorias se llevé a cabo una PCR-TR. Para ello, 5
ul del extraido fueron amplificados usando el preparado comercial Brilliant Il Ultra-Fast QPCR
Master Mix (Agilent, Santa Clra, California, EEUU) en un volumen final de 10ul al que se le
afiaden los cebadores (450 nM) y la sonda (125 nM) recogidos en la tabla 8. El perfil térmico

utilizado es de 5 min a 95°C y 40 ciclos de 10 s a 95°C y 30 min a 60°C.

Tabla 8. Relacion de cebador/sonda utilizados para la deteccion de CMV.

Virus Nombre* Secuencia (5’ > 3’)

CcMV CMV-TR-S GACTTCAGGGTACTGGAACTTTACT
CMV-TR-A ATTCGCGCATGATCTCTTCGA
CMV-FAM AACGCAGCTCTTTCTG

Por otra parte, se analizo la posibilidad de que se tratase de un CMV congénito. Para ello se
recurrid a muestras de sangre seca absorbidas a tarjetas de Guthrie (Whatman, Germany) que
fueron tomadas del talén de estos pacientes a las 48 horas de su nacimiento (Figura 10) y que

fueron cedidas por la Unidad de Metabolopatias del HUCA.
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En primer lugar, se eluyd la sangre seca presente en la tarjeta de Guthrie. Para ello, el area
de absorcidn sanguinea fue cortada con unas tijeras, que se descontaminaron con alcohol al
80% entre unay otra, en 3-4 partes y colocada en 400 pL de solucién tamponada de fosfato pH
7,2 (PBS) en tubos Eppendorf, que fueron guardados a una temperatura de 4°C durante toda la

noche (Distéfano et al., 2008).

En esta sangre eluida se analiza la presencia y, en su caso, la carga viral de CMV mediante la
PCR-TR descrita anteriormente, asi como la presencia de anticuerpos de clase IgM e IgG contra
CMV mediante el analizador de quimioluminiscencia Liaison (LR diagnostico, Sevilla, Espafia)

siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para validar la técnica empleada de extraccion de sangre seca absorbida a la tarjeta para la
deteccion de anticuerpos frente a CMV, una alicuota de sangre procedente de 10 muestras de
pacientes con infeccidn aguda por hepatitis A fue depositada sobre tarjetas de Guthrie. Tras
ser absorbidas, se dejaron secar en posicién vertical, con la zona B hacia abajo a temperatura
ambiente. En todos los casos se siguieron las instrucciones siguientes: evitar la exposicion a
temperaturas elevadas, a la luz solar directa y a gases tdxicos que pudieran inhibir la
extraccion del anticuerpo del papel de filtro. Se guardd el papel de filtro a 4°C hasta el
momento en que se realizd la elucién y posterior deteccién de los anticuerpos tal como se

describié anteriormente (Rodriguez Lay et al., 1998).

ele;
efe

Figura 30. Tarjeta de Guthrie para la recogida de muestras de sangre de taldn. (Tomada
de Whatman, Germany).
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3.2.2 Caracterizacion gendmica del VRS

3.2.2.1 Identificacion del subtipo de VRSA y VRSB

Para determinar si los aislados de VRS eran del subtipo A o del subtipo B se aplicaron dos

métodos basados en la deteccidn de un fragmento de la glicoproteina F.

a)

Tabla 9.

Identificacidon por RT-PCR anidada: se aplicé el protocolo del Instituto de Salud Carlos

I (ISCIIl) de Majadahonda. Brevemente, consistid en una primera amplificacién de la
muestra, previamente extraida, mediante una RT-PCR usando el preparado comercial
Titan One Tube RT-PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
suplementado con los cebadores RSFAB41 y RSFAB51 (Tabla 9). El resultado es
sometido a dos PCRs realizadas de forma paralela usando el preparado comercial Gold
Taq ADN Polymerase (Promega Biotech, Wisconsin, EEUU) a las que se afiadieron los
cebadores RSFA8 y RSFA10 o RSFB112 y RSFB133 para amplificar VRS-A o VRS-B,
respectivamente (Tabla 9). Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un
termociclador MyCycler™ Thermal Cycler (BioRad,California, EEUU) usando los perfiles
térmicos siguientes: 30 min a 48°C, 5 min a 94°C y 40 ciclos de 45 s a 94°C, 45 min a
552y 30 min a 68°C, en el caso de la RT-PCR y, 5 min a 94°C y 40 ciclos de 1 min a 94°C,
I1mina552 y1mina72°Cen el delaPCR2.

Cebadores utilizados para el subtipado de VRS mediante RT-PCR anidada.

Reaccion

Virus Nombre Secuencia (5’ > 3’)

RT-PCR

VRSAy VRSB  RSFAB41 ATGGAGYTGCYRATCCWCARRRCAARTGCAAT

RSFAB51 AGGTGTWGTTACACCTGCATTRACACTRAATTC

PCR 2

VRSA RSFA8 TTATACACTCAACAATRCCAAAAAWACC

RSFA10 AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT

VRSB RSFB112 ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATTG

RSFB133 9GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTATG

El producto de las amplificaciones se analizé en una electroforesis en gel de agarosa (2%

TAE) con bromuro de etidio. El ADN se visualizd tras exponer el gel a luz ultravioleta en un

transiluminador. Para determinar su tamano, el producto amplificado se compard con el

marcador de pesos moleculares “50 bp ADN ladder” (New England Biolabs) analizados en el

mismo gel. Una muestra se considerd positiva para VRS-A o VRS-B cuando se observaron

bandas de 363 6 661 pb, respectivamente.
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b) Identificacién por RT-PCR-TR. Para ello, 2,5 pl del extraido fueron amplificados usando

el preparado comercial TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Life technologies, CA)
en un volumen final de 5ul al que se le afiaden los cebadores (450 nM) y la sonda (125
nM) recogidas en la tabla 10. Las mezclas de reaccion se hicieron de forma paralela
utilizando los cebadores correspondientes (de VRSA y de VRSB). Las amplificaciones y
los analisis de estas amplificaciones se realizaron en un Applied Biosystems 7300 Real
Time PCR System. El perfil térmico utilizado fue 30 min a 50°C, 5 min a 95°C y 40 ciclos
de 10s a 95°C y 30 min a 60°C.

Tabla 10. Cebadores y sonda para el subtipado de VRS mediante RT-PCR-RT.

Virus Nombre* Secuencia (5’ > 3’)
VRSA-TR-S GCCAGTGGCATTGCTGTAT
VRSA VRSA-TR-A CGGCCTTGTTTGTGGATAGT
VRSB-TR-S GCAAGTGGTATAGCTGTAT
VRSB VRSB-TR-A TGACTACAGCTTTGTTTGTAGACAAC
VRSA y VRSB VRS-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 VRS-NED ya que porta dicho fluoréforo.

El método de identificacion por PCR anidada se llevd a cabo de septiembre de 2014 a
marzo de 2015. En el resto del estudio, el método utilizado para la identificacion de los

subtipos fue la RT-PCR-TR.

3.2.2.2 Caracterizacion de genotipos de VRSA y VRSB

Para identificar el genotipo de un aislado concreto de VRSA y VRSB se amplificé un
fragmento de la proteina G y F, respectivamente, a partir del genoma extraido. En ambos casos
se realizé una amplificacidon de la muestra, mediante una retrotranscriptasa inversa (RT)-PCR
usando el preparado comercial Titan One Tube RT-PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) suplementado con 0,5 uM de cada cebador VRSA-G-Fwd y VRSA-G-Rev para la
deteccion de VRSA 6 VRSB-F-Fwd y VRSB-F-Rev para la deteccién de VRSB (Tabla 10). En el caso
del VRSA, el primer amplificado es sometido a una segunda amplificacién afiadiendo el
preparado comercial Gold Tag ADN Polymerase suplementado con 0,5 uM de cada cebador
VRSA-G-Fwd2 y VRSA-G-Rev (Tabla 10). Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un

termociclador MyCycler™ Thermal Cycler usando los perfiles térmicos descritos en la Figura 7.
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Tabla 11. Relacidn de cebadores utilizados para genotipar VRS Ay VRS B.

Virus Nombre Secuencia (5’ > 3’)
VRSA-G-Fwd GAAGTGTTCAACTTTGTACC!
VSR A VRSA-G-Rev CAACTCCATTGTTATTTGCC!
VRSA-G-Fwd2 TATGCAGCAACAATCCAACC!
VRSB-F-Fwd GGCAAATAACAATGGAGT TG
VSR B VRSB-F-Rev AAGAAAGATACTGATCCT G?

Tomados de Faghihloo et al., (2011) y *Tapia et al., (2014)

El resultado de la amplificacidn se analizo mediante una electroforesis en gel de agarosa al
2% TAE con bromuro de etidio para la lectura. Los amplicénes obtenidos (733 pb y 1065 para
VRSA y VRSB, respectivamente) se purificaron del gel mediante el sistema Montage ADN Gel
Extraction Kit (Millipore Corporation, Massachusetts, Estados Unidos) y se secuenciaron
utilizando los cebadores VRSA-G-Fwd2 y VRSA-G-Rev para el amplicon de VRSA y VRSB-F-Fwd y
VRSB-F-Rev para el amplicén VRSB mediante el método de terminacion de la cadena (BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) en un secuenciador automatico (ABI

PRISM 310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems).

Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron alineadas con secuencias andlogas de
aislados representativos de los genotipos de VRSA y VRSB descritos en el Genbank 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).

3.2.3 Disefio y aplicacidon de un modelo de caracterizacion proteémica (MALDI-TOF)

a) Creacion de la libreria: Dos cepas de referencia de VRS (VRSA-Long y VRSB-CH)
suministradas por el la Unidad de Virus respiratorios y gripe del Cento Nacional de
Microbiologia del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIIl) se crecieron en células Hep-2 y fueron
utilizadas para crear los espectros resultantes mediante el siguiente protocolo:

e Se despegd la monocapa con ayuda un de rascador (Thermo Fisher, Waltham, EEUU) y
se transfirieron 500 L a tubos eppendorf y otros 500 puL a S-tubes (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) para su posterior extraccion,

e Se centrifugé a 6.600 r.p.m durante 10 minutos y se elimind el sobrenadante.

e El sedimento se lavé con 300 uL de agua destilada y 900 uL de etanol al 96% (EtOH)

(Sigma-Aldrich, Italia) y se centrifugd a 13.000 r.p.m durante 2 min.
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e Las proteinas del sedimento fueron extraidas mediante adicion de 30 uL de &cido
férmico al 70% (HCOOH) y 30 pL de acetonitrilo al 100% (ACN) (Sigma-Aldrich, Italia).

e Tras centrifugar a 14.000 r.p.m durante 2 min, se depositd 1 pL del sobrenadante en
cada pocillo de la placa de MALDI-TOF, MSP96 (Bruker Daltonics, Alemania) y se seco a
temperatura ambiente.

e Se afiadid 1 pL del reactivo matriz (acido a-ciano-4-hidroxi-trans-cinamico (HCCA)
(Sigma-Aldrich, Italia) y se secé nuevamente a temperatura ambiente.

e Se procedio a adquirir los espectros utilizando un espectrometro de masas Microflex LT
y el software FlexControl (versién 3.3.108) (Bruker Daltonics, Alemania).

e Los parametros del instrumento se establecieron en el método MBT_FC del software
FlexControl (modo lineal positivo, frecuencia del laser 60 Hz, rango de peso molecular
de 2-20 KDa).

e Se usd una solucion de Bruker Bacterial Test Standard (BTS, Bruker Daltonics, Alemania)
(rango de 2-20 KDa) para calibrar el sistema, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

e Se analizaron mediante el software FlexAnalysis segun las instrucciones del fabricante.

e Finalmente, se procedio a la creacidn de una libreria de virus en la que se incluyeron los
espectros generados previamente con el software MALDI Bio Typer (version 3.1.66,
Bruker Daltonics) segun las instrucciones del fabricante.

e Por otro lado, siguiendo el mismo protocolo, se crearon los espectros de las respectivas
lineas celulares no infectadas (MRC-5, MDCK, Hep-2 y AHK, formada por A549, Hep-2 y
LLC-MK2) y se compararon con los obtenidos de las lineas infectadas comprobando que
todos eran diferentes.

b) Andlisis de cultivos: Un total de 184 exudados faringeos recogidos de pacientes con

clinica respiratoria en la temporada 18/19. De ellos en 154 se detectd la presencia de VRS

mediante la RT-PCR-TR cuyos Ct varié desde 15 a 35 y 30 muestras con la RT-PCR-TR para

VRS negativa. Las muestras fueron inoculadas en MRC-5, MDCK, Hep-2 y AHK. El protocolo

de extraccién y colocacion en la placa fue el mismo que se utilizé para la creacién de la

libreria. El software Flex Control calcula un valor de puntuacién de unidad arbitraria entre 0

y 3, que indica la similitud entre los espectros de muestra y de referencia, y finalmente

muestra los diez registros de base de datos coincidentes. Los resultados se muestran en la

ventana "Especies detectadas" segln lo especificado por el fabricante con un valor de

puntuacién de identificacion > 2.0 para una identificacion fiable. La identificacién de 96

muestras se realizd a los 15 dias; de 30 muestras a los 7 dias; y de 26 muestras a los 3 dias,
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realizando simultdneamente la extraccién de 500 pL de cultivo suplementado con 600 plL de
MEM (Minimum Essential Medium) (Bio-Whittaker, Bélgica) y purificacion del cultivo para
la posterior PCR-TR.

¢) Analisis de muestra directa: se ensayd la identificacion en un total de 20 muestras
(exudados faringeos en medio de virus). Para ello se cogieron 500 puL de la muestra y se le
afadid una cantidad equimolar de L-cisteina. El protocolo de extraccién y colocacién en la

placa fue el mismo que en los pasos anteriores.

3.2.4 Analisis estadistico

Todos los célculos estadisticos se realizaron con el programa estadistico para ordenador

GraphPad InStat V2.04a (GraphPad Software, Estados Unidos).

El significado estadistico de la diferencia entre las proporciones se determind usando la
prueba x2 con correccion de Yates o el test exacto de Fisher para variables cualitativas en
celdas 2x2 cuando en la tabla tedrica existia un dato menor de 5, o el global de los datos no
llegaba a 50. Se aplicd el test t-Student para datos no apareados cuando se compararon
medias aritméticas, aplicandose la correccion de Welch cuando las diferencias entre las

varianzas eran estadisticamente significativas.

Se utilizaron test de dos colas para todas las determinaciones. El nivel de significacién
requerido en todos los casos fue p<0,05, asi como para el cdlculo de los intervalos de

confianza.

3.3 Anexo: reactivos

a) Enzimas y preparados comerciales
El material genético de las muestras fue extraido usando el preparado comercial MagNA

Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).

Para la amplificacion de material genético, se utilizaron los preparados comerciales Titan
One Tube RT-PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) o Biotaq DNA polymerase

(Bioline, UK) segun el material genético a amplificar sea ARN o ADN, respectivamente.
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Para realizar la PCR a tiempo real se utilizé el reactivo TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix

(ABI, UK) que amplifica tanto ADN como ARN.

Para la secuenciacién de fragmentos de ADN se utilizé el preparado comercial BigDye®

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher, Waltham, EEUU).

b) Otros reactivos

Las electroforesis de ADN se realizaron en agarosa NuSieve GTG (Lonza, Suiza), preparada
en tampdén TAE 1x (Millipore, Massachusetts, EEUU) y bromuro de etidio (Sigma Aldrich,
Misuri, EEUU).

Para conocer el tamafio molecular de los fragmentos de ADN se analizé de forma paralela el

preparado comercial 50pb DNA ladder (New England BioLabs).

Para la purificacion de los amplicones analizados en geles de agarosa se utilizé el preparado

Montage DNA Gel Extraction Kit (Millipore, Massachusetts, EEUU)

Las reacciones de secuenciacion fueron purificadas mediante el preparado BigDye

XTerminator Purification Kit (Thermo Fisher Waltham, EEUU) previamente a su analisis.
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RESULTADOS

4.1 Virus Respiratorio Sincitial; epidemiologia y marcadores virales

De los 17444 procesos respiratorios analizados entre el 1 de septiembre de 2014 y 29 de

marzo de 2017, en los que se llevd a cabo el estudio, se detectd infecciéon por el Virus

Respiratorio Sincitial (VRS) en 1878 (10,77%), de los cuales, 976 (10,47%) eran hombres y 902

(11,10%) mujeres.

4.1.1 Incidencia de la infeccién por VRS segtn la edad y la clinica

La tasa de infeccidon de VRS se analizd teniendo en cuenta la edad de los pacientes y la

clinica que presentaban cada uno de ellos (tabla 12 y figura 11). No se encontraron diferencias

en la incidencia en los pacientes inmunodeprimidos con respecto a la poblacién general por lo

que se analizaron conjuntamente.

Tabla 12. Numero de pacientes con y sin infeccidn por VRS estratificados seguin edad y clinica.

IRTI IRTS ss Total P
(%) (%) (%) (%)
<1 319/534 42/242 218/873 579/1649 <0,0001
(n=2228) (37,40) (14,79) (19,98) (25,99)
1-3 136/616 102/645 250/2005 488/3266 <0,0001
(n=3754) (18,09) (13,65) (11,09) (13,00)
4-5 32/248 14/273 58/775 104/1296 0,001
(n=1400) (11,43) (4,88) (6,96) (7,43)
6-15 21/439 25/411 48/1185 94/2035 ns
(n=2129) (4,57) (5,73) (3,89) (4,42)
16-25 3/110 4/81 11/227 18/418 ns
(n=436) (2,65) (4,71) (4,62) (4,13)
26-35 6/164 2/74 18/310 26/548 ns
(n=574) (3,53) (2,63) (5,49) (4,53)
36-45 15/266 4/78 21/444 40/788 ns
(n=828) (5,34) (4,88) (4,52) (4,83)
46-55 23/300 13/83 32/482 68/865 0,05
(n=933) (7,12) (13,54) (6,23) (7,29)
56-60 19/256 10/51 30/356 59/663 0,05
(n=722) (6,91) (16,39) (7,77) (8,17)
61-65 27/267 5/44 22/361 54/672 ns
(n=726) (9,18) (10,20) (5,74) (7,44)
66-70 35/255 3/56 26/358 56/669 hs
(n=733) (12,07) (5,08) (6,77) (8,73)
71-75 26/282 6/41 30/306 62/629 ns
(n=691) (8,44) (12.77) (8,93) (8,97)
76-80 28/273 7/47 37/344 72/664 ns
(n=736) (9,30) (12,96) (9,71) (9,78)
81-90 59/487 15/102 53/540 127/1129 ns
(n=1256) (10,81) (12,82) (8,94) (10,11)
>90 7/86 3/25 13/105 23/216 ns
(n=239) (7,53) (10,71) (11,02) (9,62)
Total 756/4610 255/2258 867/8698 1878/15566 <0,0001
(n=17444) (14,09) (10,15) (9,06) (10,77)
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Figura 311. Distribucion de los pacientes con infeccién por VRS segln edad y clinica.

A la vista de estos resultados, y atendiendo a los cambios significativos en la tasa de
pacientes infectados se decidid estratificar los pacientes en cinco grupos de edad: menores de
1 afo, entre 1y 5 afios, entre 6 y 45, entre 46 y 65 y mayores de 65 afos. La tabla 13 y la figura
12 muestran la detecciéon de VRS segln la edad y la clinica presentada en estos grupos de

edad.

Se observé que la mayor tasa de infeccién del VRS (25,99%) esta en los menores de 1 afio y
disminuye en los grupos de edad siguientes hasta los 45, donde alcanza un 4,5%, a partir de

aqui, aumenta, pero sin llegar a los valores de los menores de 1 afio.

Tabla 13. Distribucién de pacientes con y sin infeccidn por VRS segun edad y clinica.

IRTI IRTS ss Total p
(%) (%) (%) (%)
<1 319/534 42/242 218/873 579/1649 <0,0001
(n=2228) (37,40) (14,79) (19,98) (25,99)
1-5 168/864 116/918 308/2780 592/4562 <0,0001
(n=5145) (16,28) (11,22) (9,97) (11,49)
6-45 45/979 36/643 97/2167 178/3789 ns
(n=3967) (4,39) (5,30) (4,28) (4,49)
46-65 69/823 28/178 84/1199 181/2200 0,0018
(n=2381) (7,74) (13,59) (6,55) (7,60)
>65 155/1383 34/271 159/1653 348/3307 ns
(n=3655) (10,08) (11,15) (8,77) (9,52)
Total 756/4610 255/2258 867/8698 1878/15566 <0,0001
(n=17444) (14,09) (10,15) (9,06) (10,77)
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Figura 32. Distribucidn de los pacientes con infeccion por VRS segin edad y clinica.

Si atendemos al cuadro clinico, se observé que en los menores de 5 anos el IRTI es el

sintoma mas frecuente, mientras que el IRTS es el mds detectado entre 46 y 65 afios.

4.1.1.1 Relacion edad y clinica en las tres temporadas

Como se comentd en material y métodos, se estudid la infeccion por VRS en tres
temporadas. En la temporada 1 (2014-2015) se observé la presencia de VRS en 339 (8,66%) de
los 3915 pacientes, en la temporada 2 (2015-2016) en 696 (10,08%) de los 6902 y en la
temporada 3 (2016-2017) se detectd en 843 (12,72%) de los 6627 pacientes con infeccion. Asi
pues, se observd un aumento progresivo del nimero de pacientes. La tabla 14 y la figura 13
muestran los resultados encontrados en funciéon de la clinica y la edad en las distintas

temporadas.
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Tabla 14. Distribucién de pacientes con y sin infeccidn por VRS segun edad y clinica en las
temporadas 1,2y 3.

<1 1-5 6-45 46-65 >65 Total P
IRTI
33/54 15/62 4/92 4/58 4/75 59/345
T1-14/15 (37,93) (19,48) (4,17) (6,45) (3,85) (14,60) <0,0001
155/220 72/455 15/471 29/402 59/447 330/2006
T2-15/16 (41,33) (13,66) (3,09) (6,73) (11,66) (14,13) <0,0001
131/260 81/347 26/416 36/363 93/861 367/2259
T3-16/17 (33,50) (18,93) (5,88) (9,02) (9,75) (13,98) <0,0001
IRTS
4/13 2/75 1/99 2/26 1/14 10/229
T1-14/15 (23,53) (2,60) (1,00) (7,14) (6,67) (4,18) 0,0006
18/121 57/470 23/335 7/80 8/79 113/1086
T2-15/16 (12,95) (10,82) (6,42) (8,05) (9,20) (9,42) ns
20/108 57/373 12/209 19/72 25/178 133/942
T3-16/17 (15,63) (13,26) (5,43) (20,88) (12,32) (12,37) 0,002
ss
105/365 76/859 21/732 29/481 39/557 270/3002
T1-14/15 (22,34) (8,13) (2,79) (5,69) (6,54) (8,25) <0,0001
59/287 104/1236 35/832 22/394 33/350 253/3114
T2-15/16 (17,05) (7,76) (4,04) (5.29) (8,62) (7,51) <0,0001
54/221 128/685 41/603 33/324 87/746 343/2583
T3-16/17 (19,64) (15,74) (6,37) (9,24) (10,44) (11,72) <0,0001
Total
142/432 93/996 26/923 35/565 43/646 339/3576
T1-14/15 (24,74) (8,54) (2,74) (5,83) (6,24) (8,66) <0,0001
232/628 233/2161 73/1638 58/876 100/876 696/6206
T2-15/16 (26,98) (9,73) (4,27) (6,21) (10,25) (10,08) <0,0001
205/589 266/1405 79/1228 88/759 205/1785 843/5784
T3-16/17 (25,82) (15,92) (6,04) (10,39) (10,30) (12,72) <0,0001
100% -
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H]
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_QJ
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(o]
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Figura 33. Distribucién de los pacientes con VRS segin edad y clinica en las tres
temporadas.
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En cuanto a la edad, se observd un porcentaje similar en los menores de un afio (alrededor
del 25%) en las tres temporadas. En los grupos entre 5 y 65 afios se encontrd un incremento
gradual en la tasa de deteccién de cada temporada. Un porcentaje similar se observd en
mayores de 65 afiosen la T2y T3.

Atendiendo a la clinica, se vio que el VRS aparece aproximadamente en el 14% de las ITRI
en las tres temporadas, porcentaje que casi se alcanza en las ITRS (12,37%) y en los SS
(11,72%) en la ultima temporada, ya que, ambas experimentan un aumento significativo de la
TlalaT3.

Si se combinan las dos variables, el porcentaje en pacientes menores de 1 afio con IRTI fue

el mayor en las 3 temporadas, superando el 30%.

4.1.2 Subtipos circulantes

Uno de los factores descritos en la literatura a tener en cuenta en la gravedad de la clinica y
evolucién de la infeccién por VRS son los subtipos. Por ello se estudiaron los subtipos
circulantes en las tres temporadas epidemioldgicas. De los 1878 pacientes infectados por VRS
en el estudio, se subtiparon 1315 (70,02%), de los cudles 126 (6,71%) pertenecian al subtipo
VRSA 'y 1189 (63,31%) al subtipo VRSB.

Si se analizan estos datos en cuanto al sexo, el VRSA afecté a 67 (53,17%) hombres y 59
(46,83%) mujeres, mientras que 633 (53,24%) eran hombres y 556 (46,76%) mujeres
infectados por un VRSB (p>0,5).

4.1.2.1 Influencia de la edad y la clinica en el subtipo

Si se analizan los subtipos de los pacientes en funcién de la edad nos encontramos con los

datos mostrados en la tabla 15 y en la figura 14.
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Tabla 15. Distribucién de los pacientes con VRS segln la edad atendiendo al subtipo de VRS

detectado.
VRSA VRSB
(n=126) (n=1189) P
62 372
<1 (49,21) (31,29) <0,001
28 403
1-5 (22,22) (33,89) 0,01
11 107
6-45 (8,73) (9,00) ns
10 99
46-65 (7,94) (8,33) ns
15 208
>65 (11,90) (17,49) ns
b <0,0001 <0,0001
100% -
§ 80% - W >65
c
k3 W 46-65
&
0, .
a 60% " 6-45
-]
Q m1-5
& 40% -
S m<1
e
5 20% -
0% T
VRSA VRSB

Figura 14. Distribucién de los pacientes segin edad y subtipo de VRS detectado.

Como podemos observar, el comportamiento es similar, mayor tasa de deteccién en los

grupos de edad extremos. El subtipo VRSA se detectd significativamente en menores de 1 afio,

mientras que el VRSB se encuentré tanto en este grupo (31,29%), como en los menores de 6

afos (33,89%).

La distribucién en funcidn de la clinica presentada por los pacientes infectados por VRS se

muestra en la tabla 16 y en la figura 15.
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Tabla 16. Distribucién de los pacientes segun la clinica atendiendo al subtipo de VRS.

VRSA VRSB
(n=126) (n=1189) P
52 540
IRTI (41,27) (45,42) ns
9 189
IRTS (7.14) (15.90) 0,01
65 460
5s (51,59) (38,69) 0,006
" <0,0001 <0,0001
100% -
80% -
mSS
60% - ® IRTS
20% - ®IRTI
20% -
0% T r
VRSA VRSB

Figura 15. Distribucidn de los distintos subtipos de VRS en funcién de la clinica presentada.

El porcentaje de pacientes infectados por VRSA y VRSB que presentaban infeccién de vias
inferiores fue elevado (41,27% vy 45,42%, respectivamente). Mientras que en las ITRS es
inferior en ambos subtipos, siendo mayor en el VRSB (p<0,01). Ademas, el VRSA se encontrd

en casi el 52% de los SS.

Si se combinan ambas variables, edad y clinica, se observan los datos en la tabla 17 y en la
figura 16. Dado el pequefio nUmero de pacientes en alguno de los grupos se decidid unir las

IRTS y los SS.
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Tabla 17. Distribucién de los pacientes con infeccién por VRSA y VRSB segun edad y clinica.

VRSA p VRSB P
IRTI IRTS+SS IRTI IRTS+SS
<1 36 26 <0,0001 241 131 <0,0001
(28,57) (20,63) (20,27) (11,02)
1-5 9 19 ns 127 276 <0,0001
(7,14) (15,08) (10,68) (23,21)
6-45 1 10 ns 28 279 <0,0001
(0,79) (7,94) (2,35) (6,64)
46-65 2 8 ns 45 54 ns
(1,59) (6,35) (3,78) (4,54)
>65 4 11 ns 99 109 ns
(3,17) (8,73) (8,33) (9,17)
Total 52 74 540 649
(41,27) (58,73) (45,42) (54,58)
100% -
80% -
M VRSB IRTS +SS
0, -
60% ™ VRSB IRTI
40% M VRSA IRTS +SS
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m VRSA IRTI
20% -
0% T T T T 1
<1 1-5 6-45 46-65 >65

Figura 16. Distribucion de los pacientes con VRSA y VRSB segun edad y clinica.

Ambos subtipos fueron significativamente mas frecuentes en los menores de 1 afio con
infeccion de vias bajas, con un 28,57% los pacientes infectados por un VRSA y con un 20,63%
los infectados por VRSB (p<0,0001). Sin embargo, en los demas grupos de edad fue mas

frecuente la ITRS y los SS.

70



RESULTADOS

4.1.2.2 Estacionalidad del VRS segtin el subtipo

La tipacién de VRS por temporadas fue la siguiente. En la T1-14/15 se subtiparon 99 VRS
(7,45%) de los cuales, 56 (57,14%) fueron VRSA y 43 (42,86%) VRSB, en la T2-15/16, 549
(41,75%), de ellos 52 (9,52%) pacientes con el subtipo Ay 497 (90,48%) con el subtipo By en la
T3-16/17, se identifico el subtipo en 668 (50,80%), 18 (2,69%) tuvieron un VRSA y 650 (97,31%)

un VRSB. Los datos se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Distribucién de los pacientes segun los subtipos del VRS en las 3 temporadas.

Como se puede comprobar, mientras que en la temporada 1 no se observaron diferencias
significativas en la circulacién de los subtipos, en las temporadas 2 y 3 circuld

mayoritariamente el subtipo B (p<0,05).

La tabla 18 y la figura 18 muestran la distribucién por semanas de cada uno de los subtipos

en el periodo que se llevd a cabo el estudio, desde septiembre de 2014 a marzo de 2017.

Tabla 18. Distribucion de cada uno de los subtipos del VRS segln la semana epidemioldgica en
las tres temporadas.

T1-14/15  s36-39 s40-43 s44-47 s48-51 s52-3 s4-7 s8-11 s12-15 s16-19 $20-23 $24-27 s28-31 s32-35

VRSA 0 0 0 7 23 20 5 1 0 0 0 0 0
VRSB 0 0 0 3 19 15 6 0 0 0 0 0 0

T2-15/16 $36-39 s40-43 s44-47 s48-51 $52-3 s4-7 s8-11 s12-15 s16-19 520-23 $24-27 $28-31 $32-35

VRSA 0 0 4 16 25 3 3 1 0 0 0 0 0
VRSB 0 3 41 187 170 57 32 5 1 0 0 0 0

T3-16/17  s36-39 s40-s3 s44-s47  s48-51 s52-3 s4-7 s8-11 s12-13

VRSA 0 0 9 6 2 1 0 0
VRSB 0 2 41 225 210 116 52 4
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Figura 18. Distribucion por semanas de los subtipos de VRS en las tres temporadas.

En la T1-14/15 ambos subtipos cocirculan y tienen su pico de incidencia en la semana 52
(11,11%) y una duracién similar, 13 semanas el VRSA y 11 el VRSB. En la T2-15/16 el VRSB
vuelve a tener el pico de incidencia en la semana 50 (41,22%) y una duracidn de 27 semanas
mientras que el VRSA, con una tasa muy baja, tiene su pico en la semana 51 (4,46%) y una
duracidon de 17 semanas. En la dltima temporada de estudio, el VRSB no tiene un pico tan
acusado, y circula con alta actividad durante 22 semanas (de la semana 46 a la 12). El VRSA
aparece cocirculando en esta temporada muy ligeramente, en las semanas 46-52 de estudio

con muy pocCOsS Casos.

4.1.3 Genotipos circulantes

Con el objeto de identificar los genotipos circulantes mayoritarios de VRSA y VRSB
durante el periodo de estudio se secuencid un fragmento de las proteinas G y F,
respectivamente. El analisis filogenético de las secuencias de VRSA y VRSB nos permitid la
identificacion de 10 (7,9%) muestras correspondientes al genotipo ON1 y de 25 (2,1%)

pertenecientes al genotipo BA, respectivamente. En la figura 19, se observan los darboles
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filogenéticos obtenidos al comparar secuencias representativas de los aislados asturianos con

secuencias analogas pertenecientes a diferentes genotipos de VRSA y VRSB.

A

GAS-AF2335911
GAT-M7 4565
MNA2-AB470479
MNA1-AB470478
MNAZ-AB470478
ASTO12015

ASTM3/2015
OMN1-JM257653
“— ASTO2/2015
MA4-KC297374
E\EAFBEBE

GA4-AFOBS254

—  GAT-AF233910

— GAB-AFZ33918

GAS-AFZ332032
1

B

— GB3-IX196144

— BA-IX196149

ASTOE

BA-JX198151

BA-Jx195154

GEB1-JX195142

GB1-Jx198185

GB4-Jx198164

GB4-1:198160

GB4-JX198146

r GE3-JX198167

— GE3-JX185162
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Figura 19. Andlisis filogenético de cepas caracterizadas en este estudio (Cepas AST) y
de aislados representativos de diferentes genotipos de VSRA (panel A) y VSRB (panel
B). La notacion de las cepas representativas incluye el genotipo al que pertenece y el

numero de acceso a GenBank.
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4.1.4. Carga viral normalizada

Normalizar la carga viral en funcién de la carga celular de la muestra de partida es
necesario para realizar un seguimiento dptimo de la infeccién y asegurar una correcta
comparacion entre diferentes muestras. Para ello, todos los valores de carga viral se han

normalizado tal como se describié en la seccion de métodos (3.2.1.3).

4.1.4.1 Influencia del tipo de muestra en la carga viral

En primer lugr y dado que | puerta de entrada del VRS s principalmente la nasofaringea, nos

planteamos si el exudado faringeo presenta un rendimiento similar.

De los 1878 pacientes infectados por VRS se enviaron 782 (41,64%) exudados faringeos y
1006 (53,62%) exudados nasofaringeos. La carga viral media de los exudados nasofaringeos
fue de 4,77%2,02 log copias/1000 células y la de los exudados faringeos de 4,26+2,01 log
copias/1000 células (p<0,0001).

Tras analizar la carga viral media de los pacientes infectados con un VRS en funcidn del tipo
de muestra recibida y la clinica se encontraron los datos mostrados en la tabla 19. Debido al
numero pequefio de pacientes con IRTS se decidid analizarlos conjuntamente con los

sindromes sistémicos.

Tabla 19. Distribucién de la carga viral media (log) de los pacientes con infeccidén por VRS
segln el tipo de muestra y la clinica.

Exudado Faringeo Exudado Nasofaringeo
IRTI IRTS+SS Total IRTI IRTS+SS Total
Total 4,73+2,08 4,05+1,94 4,26+2,01 5,07+1,98 4,49+2,01 4,77+2,02
IC (95%) 4,1-4,4 4,6-4,9

IC: intervalo de confianza

Tanto en el intervalo de confianza, como en los resultados de la carga viral media (log) de
ambos tipos de muestras, se aprecia una diferencia de +0,5 log entre los exudados

nasofaringeos y los faringeos.

Dado que existen diferencias entre las IRTI y IRTS+SS, se traté de establecer un punto de
corte clinico para las muestras faringeas y otro para las nasofaringeas, fijandose éstos en 4,3 y
4,8 log copias/1000 células, respectivamente. En la tabla 20 se observa el nimero total de esta

estratificacion.
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Tabla 20. Limite de las muestras faringeas y nasofaringeas por carga viral (log) en los pacientes
con IRTI e IRTS +SS.

Exudado Nasofaringeo Exudado Faringeo
>4,8 <4,8 Total % >4,3 <4,3 Total %
IRTI 292 196 488 59,8 138 107 245 56,3
IRTS 224 295 519 43,1 230 306 536 42,9

%: Porcentaje de pacientes con CV por encima del punto de corte definido.

Esta estratificacién se podria usar para intentar establecer un valor de referencia que
permitiera predecir la evolucion de los pacientes, sobre todo en el seguimiento, teniendo en

cuenta la importancia del tipo de muestra.

En el caso de los exudados nasofaringeos y en los pacientes con IRTI, el nimero de éstos
con muestras cuya CV es superior a 4,8 es significativamente mayor que el ndmero de
pacientes con muestras cuya CV es inferior a 4,8 (59,8% vs. 43,1%; p<0,0001). De forma
analoga, en el caso de los exudados faringeos, y con un punto de corte de 4,3 se obtiene 56,3%

vs. 42,9%, respectivamente (p=0,0005).

A la vista de los resultados, la carga viral de los exudados faringeos se sometié a un factor

de correccién de +0,5 log en todos los demas apartados.

4.1.4.2 Distribucion de los pacientes con VRS segtin la carga viral

En los 1878 pacientes con infeccion por VRS la carga viral media fue de 4,56+2,03 log
copias/1000 células. Si atendemos al sexo, la carga viral media de los 976 hombres fue de
4,89+2,06 log copias/1000 células y la de las 903 mujeres de 4,64+2,00 log copias/1000 células
(p=0,0014).

La carga viral media se comparé también en los diferentes grupos de edad segun las

manifestaciones clinicas. La tabla 21 muestra los resultados.
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Tabla 21. Distribucion de la carga viral media de los pacientes con infeccidn por VRS segun la
clinica y la edad.

IRTI IRTS SS Total p
<1 5,75+1,78 5,48+2,28 4,84+1,97 5,39+1,94 <0,0001
(n=579)
1-5 5,09+1,89 5,08+2,15 4,54+1,87 4,81+1,95 <0,0001
(n=592)
6-45
4,37+2,20 4,13+1,87 4,04+1,97 4,14+2,01 0,66
(n=178)
46-65
4,38+1,87 3,91+2,33 3,96%2,05 4,12+2,03 0,41
(n=181)
>65
4,48+2,12 4,89+2,37 4,15+1,77 4,37+2,00 0,096
(n=348)
Total
5,13+1,99 4,87+2,24 4,43+1.92 4,78+2,03 <0,0001
(n=1878)
IC (95%) 4,99-5,27 4,60-5,14 4,30-4,55

IC: Intervalo de confianza

Atendiendo a la edad, la carga viral es mayor en menores de 1 afio y va disminuyendo a
medida que aumenta la edad hasta los 65 afios, donde vuelve a experimentar un aumento.

En cuanto a la clinica, la carga viral en las IRTI es mayor que en las IRTS y ésta, mayor que en
los SS.

Si combinamos ambas variables observamos que el comportamiento es igual en los tres
sintomas clinicos con mayores cargas virales en los grupos de edad extremos, alcanzndo los

valores mas altos en los menores e 1 afio con IRTI.

4.1.4.3 Distribucion de los pacientes con VRS segun la carga viral en las tres temporadas

Si analizamos las temporadas epidemioldgicas establecidas, la carga viral media fue de
4,01+1,65 log copias/1000 células en la T1-14/15, 4,94+2,16 log copias/1000 células en la T2-
15/16 y 4,95+1,98 log copias/1000 células en la T3-16/17 (p<0,0001).

En cuanto a la edad, en las tres temporadas las cargas virales mas altas se apreciaron en los
menores de 1 afio con valores de 4,37+1,45 log copias/1000 células, 5,58+2,00 log copias/1000
célulasy 5,88+1,91 log copias/1000 células, respectivamente (p<0,001).

Si se analizan los datos de cada temporada en funcién de la clinica y la edad obtenemos los
datos recogidos en la tabla 22, donde se obsrva que la carga viral media de los pacientes es
significativamente mas alta en las temporadas 2 y 3 y qu en la primera en todos los grupos

clinicos (p<0.0001).
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Tabla 22. Carga viral media de los pacientes con infeccién por VRS segun clinica y edad en las
tres temporadas.

<1 1-5 6-45 46-65 >65 Total P

IRTI
T1-14/15  4,23+1,38 3,95+1,43 2,62+0,71 4,26+1,25 1,63%0,40 3,96+1,43 <0,0001

T2-15/16  5,76%1,74 5,29+1,99 4,67+2,80 4,31+2,06 4,44+2,18 5,25+2,04 <0,0001

T3-16/17  6,12+1,73 5,10+1,81 4,47+1,91 4,46+1,81 4,57+2,07 5,22+1,98 <0,0001

IR1?1-14/15 3,7+1,95 2,47+2,88 1,95 1,34+0,45 6,42 3,08%2,13 ns
T2-15/16  5,62+2,40 5,05+2,15 4,22+2,04 4,1543,22 3,97+2,96 4,84+2,32 ns
T3-15/16  5,71%2,18 5,21+2,11 4,15+1,97 4,10+1,97 5,13+2,17 5,02+2,10 ns

SS
T1-14/15  4,41+1,46 3,97+1,55 3,80+1,86 3,65+1,94 3,86+1,66 4,06+1,67 0,001
T2-15/16  5,09+2,43 4,81+1,98 3,67+1,53 3,94+2,37 4,26%2,16 4,57%2,19 0,009
T3-16/17  5,35+2,14 4,66+1,90 4,46£1,76 4,24+1,95 4,33+1,64 4,62+1,89 0,007

Las infecciones de vias bajas se encontraron con el valor mas alto en la T1-14/15 en los
nifios menores de 1 afio y en pacientes de 46 a 65 afios (4,23+1,38 y 4,26+1,25 log copias/1000
células, respectivamente), y en los pacientes menores de 1 afio en la T2 y T3, con unos valores

de 5,76+1,74 y 6,12+1,73 log copias/1000 células respectivamente (p<0,0001).

La carga viral media mayor en la infeccidon de las vias superiores se volvié a encontrar,
aunque sin significancia estadistica, en los pacientes menores de 1 afio en las tres temporadas

con unos valores de 3,7+1,95; 5,62+2,40 y 5,71+2,17 log copias/1000 células, respectivamente.

En las tres temporadas la carga viral media mas alta en los pacientes con un sindrome
sistémico se encontrd en los pacientes menores de 1 afio con valores de 4,41+1,46; 5,09+2,43

y 5,35+2,14, respectivamente (p=0,001; p=0,009; p=0,007).

4.1.4.4 Influencia del subtipo en la carga viral

Dado que, tanto el subtipo viral como la carga viral, son factores que influyen en Ia
infeccidn, se analizo la relacidon entre ambos. Los 1189 pacientes en los que se identificd un
VRSB tuvieron una carga viral media de 5,28+1,96 log copias/1000 células mientras que en los

126 pacientes afectados por un VRSA fue de 4,7911,60 log copias/1000 células (p=0,0068).
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Si se comparan la carga viral en los dos subtipos durante las tres temporadas nos

encontramos con los datos mostrados en la tabla 23.

Tabla 23. Distribucién de la carga viral media de los pacientes en funcién de los subtipos y las
temporadas.

VRSA VRSB
(n=126) (n=1189) P
T1-14/15 4,9311,28 4,78+1,45
ns
(n=98) (n=56) (n=42)
T2-15/16 4,47+1,84 5,1542,11 0.025
(n=549) (n=52) (n=497) !
13-16/17 5,28+1,65 5,40+1,86
ns
(n=668) (n=18) (n=650)
p ns ns

Se puede observar como en la T2-15/16 hay una mayor carga viral en el subtipo VRSB

(p=0,025).

4.1.5 Pacientes con reinfeccion

En el VRS, al igual que en el caso de la gripe, se dan una serie de variaciones a lo largo de su
expansion y diferentes temporadas que el sistema inmune no reconoce totalmente. Al no

protegerlos correctamente, se podria dar el caso de reinfecciones.

Los pacientes que acudieron con una diferencia mayor de 1 mes se consideraron pacientes
diferentes en nuestra poblacién. Sin embargo, habia pacientes que requerian atencion
sanitaria en mas de una ocasion, por lo que se analizaron en mas detalle en este apartado. De
los 41 pacientes con mas de un proceso de infeccion por VRS, 13 (31,71%) fueron infectados
en la misma temporada y 28 (68,29%) en temporadas epidemioldgicas diferentes. La edad de
32 (78,05%) de ellos es inferior a 5 afos. La tabla 24 muestra la distribucién de los pacientes en
funcién de la edad, clinica, subtipo y carga viral media, asi como si la segunda infeccidn tiene

una mayor o menor carga viral media que la primera.
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Tabla 24. Caracteristicas epidemioldgicas de pacientes con reinfecciones.

’.\lg Edad lay 22T 12 Diag. 22 Diag. lacv 28 CV Dif CV Subtipo
paciente
1 0 T1 SS IRTI 6,44 1,94 -4,5 N2 NT
2 1 T1 SS SS 6,82 3,66 3,16 VRSA
3 60 T1 SS SS 4,57 8,19 3,62 ™ NT
s 4 T2 IRTI IRTI 5,39 2,51 -2,88 | VRSB
o 5 1 T2 SS SS 5,37 2,67 -2,7 N2 VRSB
2 6 1 T2 IRTS IRTS 4,54 1,7 -2,84 VRSB
g 7 23 T2 IRTS IRTS 7,81 4,16 -3,65 N2 VRSB
g 8 38 T2 SS IRTI 8,2 8,19 -0,01 N2 VRSB
2 9 72 T2 IRTS IRTS 7,36 3,64 -3,72 N2 VRSB
2 10 2 T3 IRTS SS 4,98 5,29 0,31 ™ VRSB
11 68 T3 SS SS 4,53 4,73 0,2 ™ VRSB
12 79 T3 IRTS IRTS 8,44 5,42 -3,02 N2 VRSB
13 85 T3 SS IRTS 5,84 3,25 -2,59 N VRSB
14 0 T1/T2 SS SS 4,39 8,44 4,05 ™ NT
15 0 T1/T2 SS IRTI 5,83 4,63 -1,2 N2 VRSB
16 2 T1/T2 SS IRTS 2,04 4,5 2,46 ™ VRSB
17 0 T1/T3 SS IRTI 3,06 6,41 3,35 ™ VRSA
18 0 T1/73 SS IRTS 6,34 4,65 -1,69 N2 VRSB/A
19 2 T1/T3 SS IRTS 5,98 7,44 1,46 ™ VRSA/B
20 5 T1/T3 SS SS 4,15 3,48 -0,67 N2 VRSB
21 23 T1/73 SS IRTI 6,33 4,33 -2,00 VRSA/B
22 0 T2/T3 IRTI SS 6,85 4,33 -2,52 N2 VRSB
23 0 T2/T3 IRTI SS 7,91 8,15 0,24 ™ VRSB
8 24 0 T2/T3 SS SS 8,36 7,14 -1,22 N2 VRSB
g 25 0 T2/T3 IRTS SS 1,68 8,31 6,63 ™ VRSB
o 26 0 T2/T3 IRTS SS 7,16 4,55 -2,61 N2 VRSB
.“EJ 27 0 T2/T3 IRTI SS 2,78 6,87 4,09 ™ VRSB
s 28 0 T2/T3 SS IRTS 3,79 6,29 2,5 ™ VRSB
'é 29 0 T2/T3 SS SS 6,86 2,65 -4,21 N2 VRSB
a 30 0 T2/T3 SS IRTI 2,33 6,34 4,01 ™ VRSB
31 0 T2/T3 SS SS 2,88 6,89 401 1 VRSB
34 0 T2/T3 IRTI IRTI 6,41 7,78 1,37 ™ VRSB
32 1 T2/T3 IRTI IRTI 8,17 5,6 -2,57 N2 VRSA
33 1 T2/T3 SS SS 4,14 2,49 -1,65 N2 VRSB
35 1 T2/T3 SS SS 8,62 2,84 5,78 VRSB
36 1 T2/T3 IRTI IRTS 7,42 1,57 -5,85 N2 VRSB
37 1 T2/T3 IRTI SS 7,11 5,15 -1,96 L VRSB
38 2 T2/T3 SS IRTS 6,13 8,71 2,58 ™ VRSB
39 4 T2/T3 SS SS 5,67 5,62 -0,05 N2 VRSB
40 66 T2/T3 SS SS 5,95 3,06 -2,89 N2 VRSB
41 79 T2/T3 SS IRTS 7,6 5,12 -2,48 | VRSB

T: temporada; NT: VRS no tipado. Diag.: Diagndstico.

Como se pudede observar en la tabla, las reinfecciones en diferentes temporadas
epidemioldgicas tuvieron lugar mayoritariamente entre la T2-15/16 y la T3-16/17 (71,42%),
siendo en la T2-15/16, también, en la que encontramos mayor numero de infecciones

repetidas en la misma temporada (46,15%).

En cuanto al subtipo, el VRSB fue el mas encontrado ya que sélo 4 pacientes fueron
diagnosticados con un VRSA y otros 2 tuvieron cambio de subtipo en las diferentes

temporadas.
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Segun la clinica, aparentemente no se observd un claro patrén, aunque destacd el nimero

de pacientes con un sindrome sistémico en alguna de las dos infecciones.

La carga viral media en la primera y en la segunda muestra de cada uno de los grupos de

pacientes se muestra en la tabla 25.

Tabla 25. Carga viral en los pacientes infectados mas de una vez con VRS.

Carga viral media P
12 muestra 22 muestra
Misma temporada epidemioldgica 6,18+1,43 4,26+2,10 0,018
Diferente temporada epidemiolégica 5,57+2,07 5,48+2,00 ns

Como se puede observar en la tabla anterior la carga viral media de los pacientes con mas
de una infeccion en la misma temporada epidemioldgica desciende significativamente en la
segunda infeccién por VRS (p=0,018), sin embargo, esta bajada no es significativa cuando la

infeccién ocurre en temporadas diferentes.

4.1.6 Identificacidn de VRS en cepas de referencia y muestras por MALDI-TOF

Como ya se comentd en el apartado de introduccidn, uno de los métodos mas punteros de
identificacion en la microbiologia es el MALDI-TOF, que se caracteriza por ser una técnica
rapida, facil y fiable. Sin embargo, actualmente solo aplicable de manera rutinaria en la
bacteriologia, menos extendida en el campo de las micobacterias y los hongos y practicamente
inexistente en el ambito de la virologia. Por ello, uno de los objetivos fue el desarrollo de un

método basado en esta tecnologia para la deteccion del VRS.

Creacion de la libreria de virus: Para validar el paso de cultivo celular como método de

identificacion mediante expresidon de proteinas especificas virales, se analizaron primero los
espectros de las cepas de referencia de VRSA-Long y VRSB/CH crecidas en Hep-2,
suministradas por el Instituto de Salud Carlos I (ISCIII). Los espectros obtenidos de las lineas
celulares no infectadas Hep-2, MRC-5, y MDCK, asi como, la mezcla de las siguientes lineas
celulares: A549, Hep-2 y LLC-MK2 se usaron como control para la deteccidon de cualquier
diferencia en comparacion con los espectros derivados de cultivos celulares infectados con

VRS.
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Los espectros generados a partir de cepas de referencia de VRS, en los dias 1, 3, 5y 7, con
un score >2.0, revelaron, en el rango de peso molecular 2000-11000 Da, la presencia de
algunos picos diferentes que no se encontraron en los de cultivos celulares no infectados
(4594 y 7096), para los cuales también se crearon espectros (Figuras 20 y 21). Sin embargo, no
se observron picos capaces de discriminar entre VRSA y VRSB.

Los espectros MSP obtenidos se utilizaron para crear una nueva biblioteca de virus

respiratorios en la base de datos Bruker Daltonics.

Identificacion de VRS en cultivo celular: El analisis por MALDI-TOF se realizé a partir de

cultivos celulares incubados 3, 7 6 15 dias, tras ser inoculados con 154 muestras procedentes
de pacientes con clinica respiratoria de la temporada 18/19. De éstas, y valiéndonos de la
biblioteca previamente creada, se identificaron correctamente 72 (60%) con valores > 2.0.
Ademas, para comprobar la correcta interpretacidn del espectro, la presencia de VRS en estos
cultivos fue analizada mediante RT-PCR-TR. La comparacién entre los resultados obtenidos
mediante el MALDI-TOF y la cuantificacion gendmica se reflejan en la tabla 26. Como podemos
observar, en las muestras con 3 dias de inoculacidn, la sensibilidad de la técnica del MALDI-TOF
era mayor al 75%, similar a la observada en el caso de las muestras con 7 dias e incluso

superior a las de 15 dias.

Tabla 26. Identificacion de aislados de VRS procedentes de cultivos mediante MALDI-TOF y RT-
PCR-TR.

Dias inoculacion n Técnica Ct PCR
Ct<30 Ct>30
+ MALDI-TOF 13 1
3 26 + PCR 17 5
Rendimiento 76% 20%
Ct<30 Ct>30
+ MALDI-TOF 19 2
7 30 + PCR 21 7
Rendimiento 90% 28,58%
Ct<30 Ct>30
+ MALDI-TOF 30 6
15 8 + PCR 45 24
Rendimiento 67% 25%

En ninguno de los otros 30 cultivos negativos para VRS se evidencié la presencia de los

picos caracteristicos de este virus.

Identificacion de VRS en muestras directas: Para averiguar si el andlisis mediante MALDI-

TOF podia detectar la presencia de VRS en muestras directas, se analizaron 30 muestrs con

infeccién por VRS. Sin embargo, no se consiguié generar espectro alguno.
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Figura 20. Detalle de los espectros de las cepas de referencia de VRSA-Long cultivada en la

linea celular Hep-2 en comparacién con células no infectadas de control de Hep-2.
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Figura 21. Detalle de los espectros de las cepas de referencia de VRSB/CH cultivada en la
linea celular Hep-2 en comparacién con células no infectadas de control de Hep-2.
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4.2 Importancia del VRS en las infecciones respiratorias virales

Las infecciones respiratorias agudas constituyen las enfermedades infecciosas mas
frecuentes del ser humano. Los agentes etiolégicos que con mayor frecuencia se asocian a las
infecciones del tracto respiratorio son: los dos tipos de Virus Respiratorio Sincitial (VRSA y
VRSB), el grupo de los picornavirus (rinovirus (RV) y enterovirus (EV)), los tipos de
parainfluenzavirus 1 y 3 (PIV 1/3), los virus de la gripe A, By C, el grupo de los adenovirus
(ADV), el metapneumovirus (MPV) y el coronavirus (CoV). Las manifestaciones de las
infecciones viricas son muy variables, con un espectro clinico que incluye desde infecciones
leves a formas mas graves que precisan hospitalizacién. Ademads, un Unico tipo de virus puede
dar lugar a cuadros clinicos muy distintos, mientras que varios tipos de virus pueden dar lugar

a varios sindromes semejantes, no diferenciables clinicamente.

En el protocolo diagnéstico de infecciones respiratorias virales llevado a cabo en el
laboratorio de virologia del HUCA se realizé de manera rutinaria la identificacion de otros virus
respiratorios, ademas del VRS. Se encontré al menos un virus en 11510 (65,98%) de los 17144

procesos respiratorios incluidos en el estudio.

La distribucion total de los virus detectados en los diferentes meses de las temporadas

estudiadas se pueden observar la tabla 27 y la figura 22.

Tabla 27. Virus respiratorios detectados en cada uno de los meses en los que se llevé a cabo el
estudio (positivos/totales).

sep oct nov dic ene feb mar abr may jun jul ago

T1-14/15 106 155 201 259 489 475 270 178 190 174 125 59
147 190 250 298 630 726 491 271 260 244 173 137

sep oct nov dic ene feb mar abr may jun jul ago

T2-15/16 48 158 315 455 584 798 641 360 295 357 218 154
145 269 402 595 815 1214 1084 642 470 474 347 271

sep oct nov dic ene feb mar

T3-16/17 73 165 282 1136 1737 568 459
260 355 516 1570 2389 1030 882
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Figura 22. Porcentaje de virus respiratorios detectados en cada uno de los meses en los que
se llevo a cabo el estudio.
Como se puede observar, los porcentajes de deteccién viral varian de un 81,58% o 86,91%

en otono e invierno a un 28,08% en los meses de verano.

4.2.1 Etiologia viral de los procesos respiratorios

Como ya se viene comentando, los virus respiratorios son causa muy importante de las
infecciones respiratorias agudas. Se analizaron a continuaciéon los virus asociados a los
procesos respiratorios que fueron remitidos al laboratorio entre septiembre de 2014 a marzo
de 2017. En los 11510 procesos de infeccidn viral se detectaron 12111 virus respiratorios, de
los cuales 601 (4,96%) eran infecciones mixtas. El virus mas frecuentemente detectado fue el
Influenzavirus A (lIA) en 3687 (21,14%) de los 17144 episodios, seguido del Adenovirus (ADV)
en 2201 (12,62%) y del Enterovirus (EV) en 1995 (11,44%) ocasiones. Con una tasa similar al EV
se detectd el VRS en 1878 (10,77%).

Se analizaron las tasas de deteccidon de los virus en cada una de las tres temporadas. En la
T1-14/15 se detectaron un total de 2497 (63,73%) en 3915 peticiones. En la T2-15/16 se
detectaron 4789 (69,39%) virus de 6902 peticiones y en la T3-16/17 se encontraron 4825
(72,81%) virus en 6627 peticiones Los datos correspondientes a las tres temporadas se

muestran en la tabla 28 y la figura 23.
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Tabla 28. Distribucién de los virus respiratorios aislados en las distintas temporadas.

T1-14/15 T2-15/16 T3-16/17 Total
(%) (%) (%) (%)
VRS 339 696 843 1878
(8,66) (10,08) (12,72) (10,77)
" 541 829 2317 3687
(13,82) (12,01) (34,96) (21,14)
1B 175 375 7 557
(4,47) (5,43) (0,11) (3,19)
RV 175 275 176 626
(4,47) (3,98) (2,66) (3,59)
EV 615 831 549 1995
(15,71) (12,04) (8,28) (11,44)
ADV 412 1258 531 2201
(10,52) (18,23) (8,01) (12,62)
17 137 40 194
MpV (0,43) (1,98) (0,60) (1,11)
oy 97 133 113 343
(2,48) (1,93) (1,71) (1,97)
126 255 249 630
CoV
(3,22) (3,69) (3,76) (3,61)
2497 4789 4825 12111
TOTAL (63,78) (69,39) (72,81) (69,43)

Enla T1-14/15y en la T2-15/16 el VRS aparece en cuarta posicion por detras del IA, el EV y

el ADV. Pero en la T3-16/17 cambia de patron, pasando a ser el segundo mas detectado, que

coincide con una tasa muy alta de deteccidn del IA.
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Figura 23. Distribucion de los virus respiratorios mas frecuentes en las distintas

temporadas.
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4.2.2 Estacionalidad viral

Para alguno de los virus respiratorios, como el propio VRS, o por ejemplo, el IAy el IB, esta
clara su distribucién a lo largo de afio, sin embargo, otros, no parecen tener un

comportamiento estacional.

La figura 24 y la tabla 29 muestran la distribucién por semanas de cada uno de los virus
respiratorios en las temporadas 1, 2 y 3 cada 4 semanas de estudio. Los datos completos,

semana a semana, se muestran en la tabla 1 del Anexo.

Tabla 29. Estacionalidad de los virus respiratorios detectados en cada temporada.

VRS 4 1 63 144 2 30 4 8 2 0 0
IA 2 4 42 113 266 93 11 2 1 0 1
1B 0 1 4 65 71 31 3 0 0 0
MPV 1 0 0 0 1 1 4 4 1 4 0 0
PIV 2 4 11 7 5 2 4 3 11 21 9 10 8
CoV 1 0 1 11 18 29 32 15 11 1 1 0 6
EV 19 41 63 49 54 38 28 37 62 93 61 40 30
RV 4 18 15 32 21 6 10 8 18 6 16 3 18
ADV 18 11 14 37 49 42 34 54 25 39 42 28 11
Peticiones 147 184 197 285 427 698 580 346 244 244 210 157 128
VRS 0 4 87 237 214 88 49 13 3 0 1 0

IA 1 0 2 13 211 346 192 49 15 0 0 0

1B 0 0 3 8 35 88 145 73 14 7 1 0

MPV 0 0 1 8 9 26 29 28 22 9 2 1
PIV 0 5 8 4 10 8 3 6 10 24 26 10 13
CoV 0 1 5 12 45 82 43 25 29 5 0 5 2
EV 30 56 107 64 48 28 35 51 56 109 131 71 33
RV 26 37 56 34 15 13 16 16 28 30 6 7 4
ADV 5 24 71 100 129 148 150 155 121 141 107 59 32
Peticiones 124 287 409 557 786 1136 1025 678 444 442 371 279 236
13-16/17 s:g- s:g- s:;" 554;3- s52-3  s4-7  s8-11 s:;

VRS 0 2 61 286 288 137 62 7

IA 0 7 134 1044 951 148 30 3

1B 1 1 0 2 1 3 0 0

MPV 1 1 1 5 0 7 18 7

PIV 6 9 34 21 18 12 16 3

CoV 2 10 11 28 49 85 56 10

EV 42 81 117 95 77 88 66 25

RV 13 27 18 29 37 26 24 8

ADV 21 63 81 68 121 88 90 20

Peticiones 236 252 395 648 1894 1994 878 818

87



RESULTADOS

88

Porcentaje de virus respiratorios
detectados

100%

80%

60%

40%

20%

0%

100%

80%

60%

40%

20%

Porcentaje de virus respiratorios
detectados

0%

100%

80%

40%

20%

Porcentaje de virus respiratorios
detectados

0%

Figura
semanas.

60% -

IA H3N2
IA H3N2 1A HIN1 VRS __
1 rv B g RV RS, 5 RV

) VRS VRS VRS
ADV ADV
CoV
VRS VRS VRS
PIV PIV PIV

24. Estacionalidad de los virus respiratorios detectados en cada una de las



RESULTADOS

En la figura 23 se observa que en la T1y T2 el VRS aparece antes que la IA (s48 y 45 vs. s47 y
50, respectivamente) y que en la 32 temporada aparecen a la vez (s43), temporada en la que la
incidencia del Rinovirus fue baja, pero con elevada tasa de aislamiento y duracién del ADV. El
resto de los virus circulan con tasas muy bajas, pero algunos, como el PIV, con una marcada
estacionalidad. Los diferentes parametros del comportamiento del VRS, IA, RV y ADV se

muestran en los datos de la tabla 30.

Tabla 30. Estacionalidad de los virus respiratorios (VRS, IA, y RV).

VRS 1A RV ADV
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
12 semana s48 s45 s43 s47 s50 s43 s36 s40 s40 s36 s40 s40

Ultima semana s11 s10 s11 s14 s17 512 s38 539 s12 s39 s39 s13

Pico s2 s49 s2 s4 s3 s51 s42 s42 s40 s27 s21 s40
Total 16 19 23 20 21 22 52 52 26 52 52 26
circulacion

% de deteccion 19,07 22,70 5,71 | 19,12 16,39 25,12 | 5,71 5,21 3,38 | 11,92 18,73 10,46

Si se analizan los grupos de edad mds vulnerables, se encuentran los datos mostrados en la
tabla 31 y en la figura 25, donde se observa la deteccién del VRS atendiendo a la edad de los
pacientes infectados en las tres temporadas epidemioldgicas de estudio (cada 4 semanas). Los

resultados completos por semana se muestran en la tabla 2 del anexo.

Tabla 31. Deteccidn del VRS por semanas epidemioldgicas en cada grupo de edad.

T1-14/15 s36-39  s40-43 s44-47 s48-51 s52-3 s4-7 s8-11  s12-15 s16-19 s20-23 $24-27 $28-31 $32-35

<6 1 1 2 57 102 47 18 2 5 0 0 1 0
6-65 0 0 1 6 20 22 5 1 3 2 0 0 1
>65 0 0 0 0 22 13 7 1 0 0 0 0 0

T2-15/16 $36-39 s40-43 s44-47 s48-51 s52-3 s4-7 s8-11 s12-15 s16-19 520-23 $24-27 s28-31 $32-35

<6 0 4 78 199 123 35 19 4 2 0 1 0 0
6-65 0 0 7 22 52 28 17 4 1 0 0 0 0
>65 0 0 2 16 39 25 13 5 0 0 0 0 0

T3-16/17  s36-39  s40-43 s44-47 s48-51 s52-3 s4-7 s8-11  s12-13

<6 0 2 56 207 109 54 43 5
6-65 0 0 5 40 72 36 13 1
>65 0 0 5 39 107 47 6 1
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Figura 25. Deteccién del VRS en cada grupo de edad por semanas.

Se observé que el virus circulé 3 semanas antes en los nifilos menores de 6 afios que en el
resto de los pacientes en la T1y T2 y 6 semanas antes en la T3. En cuanto al pico de maxima
deteccion de VRS, aparece a la vez en los 3 grupos de edad, siendo mayor en los menores de 6
afos en las temporadas 1 y 2. Sin embargo, en la temporada 3 el pico de incidencia aparece

primero en los menores de 6 afos.
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4.2.3 Coinfecciones con VRS

La deteccidn simultanea de mas de un virus en una muestra respiratoria y su relacién con la
gravedad clinica se ha postulado desde hace tiempo. En este trabajo analizamos ademas de la

frecuencia, los virus implicados en las mismas.

De los 11510 procesos de infeccién viral, 601 (4,96%) eran infecciones mixtas. Si nos
centramos Unicamente en los 1878 procesos en los que esta implicado el VRS, en 680 (36,21%)
este fue acompafiado por al menos otro virus respiratorio. La distribucion de estas infecciones

mixtas encontradas con el VRS segun cada grupo de edad se muestra en la tabla 32.

Tabla 32. Numero de pacientes coinfectados con VRS en cada divisién de edad.

IA ADV EV CoV RV 1B MPV PIV Total
« 35 41 30 6 16 6 3 2 139
(6,04) (7,08) (5,18) (1,04) (2,76) (1,04) (0,52) (0,35)  (24,01)
s 84 83 72 16 11 3 1 3 273
(14,19)  (14,02)  (12,16)  (2,70) (1,86) (0,51) (0,17) (0,51)  (46,11)
6.45 34 13 7 9 4 3 0 0 70
(19,10) (7,30) (3,93) (5,06) (2,25) (1,69) (0,00) (0,000 (39,33
26.65 38 6 3 5 4 0 0 3 59
(20,99) (3,31) (1,66) (2,76) (2,21) (0,00) (0,00) (1,66)  (32,60)
- 95 13 14 10 2 5 0 0 139
(27,30) (3,74) (4,02) (2,87) (0,57) (1,44) (0,00) (0,000  (39,94)
Total 286 156 126 46 37 17 4 8 680
(15,23)  (8,31) (6,71) (2,45) (1,97) (0,91) (0,21) (0,43)  (36,21)

Los principales virus implicados en las coinfecciones fueron el IA, el ADV y el EV. El VRS se

asocio con la 1A en 286 casos (15,23%) y solo en 4 con el MPV (0,21%) (p<0,0001).

En cuanto a la edad, el VRS se encontrd en infeccidon con otros virus en el 24% de los nifios
menores de 1 afio. En el resto de los grupos se encontraron tasas por encima del 32%

(p<0,001).

Si se analiza la distribucidn de las infecciones mixtas con VRS segun la clinica se encuentra
que el mayor porcentaje de coinfecciones con el VRS (41,57%) fue encontrado en los pacientes
con sindrome sistémico (n=360), seguido por los pacientes con infeccion respiratoria de las
vias altas (n=219; 39,45%) y por ultimo los pacientes con infeccién en el tracto inferior (n=101;

28,97%) (p<0,001).

En relacidn a la gravedad de la infeccion Unica y la coinfeccidn viral se compararon una serie
de marcadores de gravedad en 38 pacientes menores de 1 afio con infeccién Unica por VRS
frente a 23 con una infeccion mixta. Estos pacientes fueron elegidos al azar entre los que

tenian la historia clinica disponible en el HUCA (tabla 33).
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Tabla 33. Marcadores de gravedad en pacientes menores de 1 afio con infeccidn Unica o mixta.

VRS Unico Infeccion mixta
n n
CV VRS CV VRS
(%) (%) P
15 12
+ +
Leve (39,5) 5,91+2,11 (52,2) 5,93+1,37
Grave+moderado 23 6,29+1,67 11 4,74+1,96 0,002
(60,5) T (47,8) o ’
e s 28 13
+ +
Hospitalizacion (73,7) 6,124£1,99 (56,5) 5,124+2,10
Oxigenoterapia 16 5,91+1,94 9 4,80+1,96
8 P (45,7) 2L (39,1) S0
6 6
+ +
Ingreso en UCI (21,4) 6,10+£0,98 (46,2) 4,83+1,91
— 7 6
+ +
Sonda nasogdastrica (25) 5,52+1,65 (46,2) 4,83+1,91
VMNI 6 6,10+0,98 > 4,46+1,88
(15,8) e (38,5) T
Antibidticos 10 6,96+1,68 4 4,82+1,71
(26,3) T (17,4) T
Total 38 6,14+1,84 23 5,3611,74

Uci: Unidad de cuidados intensivos. VMNI: ventilacion mecanica no invasiva.

Los pacientes con una infeccién Unica por VRS tuvieron un mayor porcentaje (60,5%) y una
mayor carga viral (6,29+1,67 log copias/1000 células) en episodios graves y moderados que los
pacientes con el mismo episodio, pero con una infeccion mixta (47,8% y 4,74+1,96 log

copias/1000 células) (p=0,002).

Dado el escaso numero de muestras no se pudo corroborar estadisticamente, pero, se
observd una tendencia a mayor carga viral en todos los marcadores de gravedad en los

pacientes con infeccidn Unica frente a los que tuvieron una infeccidon mixta.

4.2.4 Relacién entre el CMV y el VRS

Conel VRS, se analizo el posible papel del CMV como participante de las coinfecciones en la

gravedad del cuadro clinico presentado por el paciente.

En 86 pacientes (4,58%) se encontrd una coinfeccidn del Citomegalovirus (CMV) con el VRS.
De ellos, si tenemos en cuenta la edad de los pacientes se vio que 46 (7,94%) tenian menos de
un afio, 26 (4,39%) tenian entre 1 y 5 afos, 4 (2,25%) entre 6 y 45, 5 (2,76) entre 46 y 65y 5
(1,44%) eran mayores de 65 afios (p<0,001). La tabla 34 y la figura 26 muestran estos

resultados en relacion a la clinica y a la edad.
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Tabla 34. Numero de pacientes con y sin infeccién por VRS y CMV segun la edad y la clinica.

IRTI IRTS SS Total
(%) (%) (%) (%)
<1 23/296 2/40 21/197 46/533
(7,21) (4,76) (9,63) (7,94)
15 6/162 11/105 9/299 26/566
(3,57) (9,48) (2,92) (4,39)
6-45 3/42 1/35 0/97 4/174
(6,67) (2,78) (0,00) (2,25)
46-65 1/68 1/27 3/81 5/176
(1,45) (3,57) (3,57) (2,76)
65 1/154 1/33 3/156 5/343
(0,65) (2,94) (1,89) (1,44)
Total 34/722 16/240 36/830 86/1792
(4,50) (6,25) (4,16) (4,58)
50% -
w 40% A
g
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o
3 30% A mIRVB
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o
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<1 1-5 6-45 46-65 >65

Figura 26. Distribucion de los pacientes con VRS y CMV segun la edad y la clinica.

La mayor tasa de coinfecciéon se encontrd en los menores de 1 afio y fue decreciendo a

medida que aumentd la edad de los pacientes, todas ellas por debajo del 5%.

Por otra parte, si se tiene en cuenta el cuadro clinico presentado, el VRS se encontré con el
CMV en 16 (6,25%) de 240 pacientes con ITRS, en 34 (4,50%) de 722 con ITRl y en 36 (4,16%)
de 830 con SS (p=0,368).

Si se analizan ambas variables juntas, se encuentra la mayor tasa en los pacientes de 1a 5

anos con IRTS (p=0,01).
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Al igual que en las infecciones mixtascon virus respiratorios analizados anteriormente, la
tabla 35 muestra los marcadores de gravedad en 38 nifios menores de 1 afio con una infeccién

Unica por VRS y en 35 coinfectados con CMV.

Tabla 35. Marcadores de gravedad en pacientes menores de 1 afio con infeccién Unica por VRS
o VRS y CMV.

VRS Unico VRS y CMV
n n
CV VRS CV VRS CvV CMV
(%) (%) P
15 18
+ + +
Leve (39,5) 5,91+2,11 (51,4) 4,63+1,83 3,61+1,71
Grave+moderado 23 6,29+1,67 17 5,03+1,49 3,05+2,05 0,01
(60,5) ,29%1, (48,5) ,03%1, ,05%2, A
Hospitalizacion 28 6,12+1,99 23 5,05+1,57 3,0841,83 0,04
P (73,7) ,12%1, (65,7) ,05%1, ,08%1, A
Oxigenoterapia 16 5,91+1,94 14 4,74+1,71 2,64+1,69
g p (42,1) 7 bt § (40) 7’ bt § ) -
Ingreso en UCI 6 6,10+0,98 10 4,83+1,91 2,6+1,58
g (21,4) ,10%0, (28,6) ,83%1, ,6%1,
I 7 9
+ + +
Sonda nasogdastrica (25) 5,52+1,65 (25,7) 5,23+1,21 2,77+1,56
6 9
+ + +
VMNI (21,4) 6,10+0,98 (25,7) 4,46%1,88 2,77+1,56
Antibidticos 10 6,96+1,68 13 4,43+1,57 4,30+1,84 0,001
(26,3) 7 bt § (37,1) 7’ bt 4 ’ - ’
Total 38 6,1411,84 35 4,831+1,66 3,10%+1,73 0,002

La carga viral media del VRS de los pacientes con una infeccion Unica fue mayor que la de
los pacientes que ademas tienen infecciéon por CMV (p=0,002). Los pacientes con una infeccion
Unica por VRS tuvieron una mayor carga viral (6,29+1,67 log copias/1000 células) en episodios
graves y moderados que los pacientes con el mismo episodio, pero con una infeccion mixta
(5,03%1,49 log copias/1000 células) (p=0,01). En los parametros de gravedad se observé esta
misma tendencia, siendo significativa en los pacientes hospitalizados y a los que se les

administré antibidticos.

Con el objetivo de saber si se trataba de un CMV congénito, que pudiera estar implicado en
casos mas severos, se llevd a cabo la deteccidn viral en 27 de los 35 pacientes de los que se
pudo disponer la tarjeta de Guthrie en la que se realiza, por protocolo, a las 48 horas del

nacimiento, las pruebas de metabolopatias.

Debido a que la deteccidn de genoma de CMV en la prueba del talén no tienen una
sensibilidad del 100%, se desarrollé una técnica alternativa basada en la aplicada para otros
virus, algunos de ellos congénitos (como por ejemplo la rubéola). Este método se validé con la
toma de muestra de sangre total en papel de filtro para la deteccién de IgM de 7 muestras

negativas para Ac-VHA, y 3 muestras positivas. Las 7 muestras que conformaban el grupo
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control resultaron negativas a la presencia de IgM, mientras que las 3 muestras de sangre

evaluadas para la deteccion de IgM anti VHA fueron positivas.

Cuando se aplicd esta técnica al diagndstico de CMV congénito, se realizd la deteccion de
IgM eluida frente a CMV, resultando todas ellas negativas. La deteccidn genémica del CMV
mediante PCR-TR en la que se encontaron 3 casos con CMV con cargas virales de 4,43, 3,8y 2,9

log/ml sangre completa, respectivamente.

95






5. DISCUSION






DISCUSION

El Virus Respiratorio Sincitial (VRS) causa infeccidon del tracto respirtorio superior e
inferior en individuos de cualqier edad, especialmente en lactantes y nifios menores de dos
afios en todo el mundo, lo que supone una importante carga para la salud publica (Bont et al.,,
2016). Ha sido ampliamente estudiado, pero aun se desconocen los marcadores que podrian
interpretar la infeccién y dirigir su manejo. Por otra parte, tampoco estan claras las relaciones
gue mantiene con otros patégenos. Con el fin de aclarar estos conceptos, se llevé a cabo un
estudio epidemioldgico donde se analizaron los datos de tres temporadas de circulacién viral
(septiembre de 2014 a marzo de 2017) en el que se incluyeron los resultados de 17444
pacientes. En este trabajo la incidencia del VRS llega al 10%, una tasa que podria parecer baja
si lo comparamos con las encontradas en ciertos estudios en los que varian del 12% al 63%
(Bont et al., 2016), pero muy similar a la observada por Taylor et al. (2017) en un estudio
epidemioldgico llevado a cabo en 17 centros en 8 paises. Esta tasa de infeccién fue creciendo
ligeramente en las tres temporadas, quizas, por la mejora de las técnicas diagndsticas o por
otros parametros que se disctutiran posteriormente. La tasa de infeccion era similar en

hombres y mujeres.

Un factor muy importante a tener en cuenta en las infecciones virales es la edad. Como se
decia anteriormente, la infeccion por VRS, representa una de las causas mas frecuentes de
hospitalizacidon en los nifios menores de 2 afios, originando, numerosas consultas médicas,
tanto en atencién primaria, como en los servicios de urgencias hospitalarios (Park et al., 2017).
En este estudio, para el andlisis de la influencia de la edad en la infeccion viral, la poblacion
estudiada se dividié en distintos grupos de edad. Se observaron altas tasas de infecciones en
nifios, resultando que estas eran mayores en nifios menores de 1 afo (26%), seguida por
aquella en nifios de 1 a 5 afios (11,49%). Son varios los trabajos que afirman que cuanto menor
es la edad, mayor es la incidencia de VRS. En un estudio en Turquia se encontré un 38% de tasa
de infeccidn en pacientes menores de 24 meses (Hacimustafaoglu etal., 2013). En Italia, en un
estudio retrospectivo entre el 2009 y 2014 en mas de un 50% de menores de 3 afios se

encontraron infecciones por VRS (Frassanito et al., 2015).

A medida que aumenta la edad, las tasas de deteccién de VRS en la poblacidn estudiada
van disminuyendo hasta llegar a los 65 afios, donde vuelve a ser alta, aunque sin llegar al nivel
de los pacientes menores de 1 afio. Asi, se encontré una asociacion significativa entre la
infecciéon por VRS y los dos ultimos grupos de edad, alcanzando un 9,5% en los pacientes
mayores de 65 y un 7,60% en el grupo de 46 a 65 afios. Varios estudios han evaluado
sistematicamente las infecciones por VRS en adultos mayores en el ambito ambulatorio. Asi

pues, en el Reino Unido, un sistema de vigilancia centinela identificé VRS en el 19% de los
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adultos de 45-64 afios y en el 15% de los mayores de 65 afos durante 3 temporadas
consecutivas (Zambon et al., 2001). Ademas, en un estudio prospectivo de cohortes de adultos
sanos de mayores de 65 afios durante 4 inviernos consecutivos en Rochester (Nueva York) la
proporcién de enfermedades respiratorias causadas por VRS fue del 9% (Falsey et al., 2005).
Aunque las comparaciones entre paises son dificiles de interpretar debido a las diferencias en
los sistemas de prestacion de asistencia sanitaria y el algoritmo de busqueda utilizado, estos
datos afirman que la deteccion del VRS en pacientes hospitalizados con enfermedad
respiratoria aguda se ha asociado con una mayor edad (Widmer et al., 2012) y con un aumento
en la incidencia de bronquitis aguda por este virus (Fleming et al.,, 2007). La
inmunosenescencia puede contribuir a una infeccidn mas frecuente o mas grave de VRS en
grupos de mayor edad, pero son necesarios mas trabajos para comprender los factores que

influyen directa o indirectamente en la susceptibilidad al VRS en adultos mayores.

La mayoria de los estudios sobre tasa de infeccion de VRS se refieren a los grupos de edad
extremos, lo que lleva a un desconocimiento sobre lo que sucede en las edades intermedias.
En este estudio, observamos una tasa de deteccidon de un 5% en el grupo entre los 6 y los 45
afos, un porcentaje nada despreciable, que pone de manifiesto la necesidad de incluir este
virus en el diagndstico de pacientes dentro de este rango de edad.

Si comparamos la tasa de deteccidn en los diferentes grupos de edad en las 3 temporadas
estudiadas, observamos un incremento a lo largo de éstas en los grupos intermedios, que no
se observa, en los grupos donde dicha tasa es mayor (menores de 1 y mayores de 65). Esto
podria ser debido a que los grupos extremos carecen de recuerdo inmunoldgico, los menores
de 1 afio porque nunca tuvieron contacto con el virus y los mayores de 65 porque pierden

capacidad de respuesta inmunoldgica.

Como se comentd previamente, la infecciéon por VRS tiene una gravedad variable con
manifestaciones clinicas que van desde sintomas leves en el tracto respiratorio superior, hasta
formas mas graves como bronquiolitis y neumonia. Estas uUltimas pueden requerir el ingreso en
UCI y en ocasiones provocar la muerte del paciente. En general, el cuadro respiratorio agudo
se define en pacientes que presentaban uno o mas sintomas respiratorios, como ojos llorosos,
rinorrea, congestion nasal o congestion sinusal, otitis media, faringitis, tos, dolor de garganta,
estornudos, dolor de cabeza y dolor muscular. En este trabajo, los pacientes se clasificaron
segun presentaran signos de infeccidn respiratoria del tracto inferior o de vias bajas (IRTI), del
tracto superior o vias altas (IRTS). Ademads, aquellos cuyos sintomas clinicos eran mas
inespecificos como la presencia de fiebre, nduseas y malestar general fueron incluidos como

pacientes con sindrome sistémico (SS).
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El VRS es el patégeno mas comun de bronquiolitis en nifios y es la causa mas comiunmente
identificada de infeccidn del tracto respiratorio inferior en nifios pequefios (Bont et al., 2016).
En este estudio el VRS afectd al tracto respiratorio inferior de casi un 40% de los menores de 1
afio. El rol patogénico de los VRS es claro en la neumonia de la poblacidn pediatrica,
especialmente en los lactantes. En los adultos, en cambio, la importancia que se concede a los
VRS es menor y su busqueda rutinaria como agente etioldgico de neumonia es mucho menos
frecuente, aunque ha cobrado progresiva importancia (Rabagliati et al., 2007). Asi, los
pacientes mayores de 65 afios incluidos en este estudio presentaban un 10% de infecciones en
las vias bajas. Estudios previos también han encontrado un papel significativo de VRS en este
grupo de edad; Falsey et al. (2014) describieron el papel del VRS en el 7,4% de las
enfermedades respiratorias en sujetos mayores de 65 afios con IRTI moderada y mas
prevalente en pacientes hospitalizados). Por lo tanto, nuestros resultados son concordantes
con estudios previos que sugieren que el VRS es una causa importante de IRTI moderada o
grave.

Por otra parte, en los pacientes de 6 a 45 afios encontramos un 5% de VRS en procesos de
vias bajas que en el grupo de edad de los 46 a los 65 afios llega a un 8%. Al no incluir de
manera rutinaria el VRS en los algoritmos diagndsticos en estos grupos de edad, actualmente
existen muy pocos datos en la literatura con que comparar nuestros resultados. Sin embargo,
debido a la implementacién en la mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica de
plataformas de diagndstico sindromico, estos hallazgos se iran confirmando en la literatura.

En cuanto a la IRTS, la tasa de infeccién por VRS encontrada en este estudio es menor a la
encontrada en otras revisiones. Asi pues, en nuestros pacientes de 46 a 65 afos se encontrd
un 14%, al igual que en los menores de 1 afio, mientras que en los demas grupos de edad la
infeccidn de vias altas fue incluso menor. Una revisidon en China, entre el 2010 y el 2015, asi
como un estudio basado en un metaanlisis en Irdn (1996-2013) encontraron una prevalencia
de cerca del 19% atribuible al VRS (Zhang et al., 2015; Salimi et al., 2016). Otro trabajo que
incluyé participantes con IRTS en América Latina encontré una prevalencia que varia desde el
41% entre niflos menores de 1 afo hasta el 13% en adultos mayores de 65 afios (Bardach et
al., 2014). Las diferentes tasas encontradas pueden deberse a las condiciones climatoldgicas y
socioculturales diferentes a las de este estudio.

Los datos de infeccion en los SS son similares a los de las IRTS. Solo cabe tener en cuenta la
menor tasa de infeccidn en el grupo de 46 a 65 afios. En estudios posteriores estas dos
entidades clinicas se podrian unir con el fin de manejar mejor los datos.

Asi pues, lo que se puede concluir en este primer andlisis de los datos es que el VRS es muy

frecuente en niflos menores de 1 afio y en las IRTI.
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Si analizamos estos datos en las tres temporadas epidemiolégicas observamos que
mientras en las IRTI no hay diferencia en la tasa de infecciéon por VRS, en las IRTS aumenta

progresivamente y en los SS es mayor en la T3-16/17.

Uno de los posibles factores virales que podrian afectar a las caracteristicas de la infecciéon
por el VRS podria ser el subtipo viral. El VRS tiene dos subtipos principales, Ay B, basados en la
variacion antigénica y genética en la proteina de uniéon G. Como se comentaba en el apartado
de introduccién, el subtipo viral influye en la patogenia y, por tanto, en la capacidad de
transmisién de la infeccidn. En cada una de las temporadas epidémicas, el predominio de un
subtipo u otro varia ampliamente en los diferentes paises y puede cambiar o alternarse en
cada una de las epidemias. En este trabajo se ha observado un cambio de circulacién entre la
T1 y la T2, pasando de cocircular con tasas similares ambos subtipos en la T1 a un predominio
del VRSB en la temporada siguiente. Por ello, nos parecid interesante conocer esta situacion y
valorar su impacto en las variables epidemioldgicas y su papel en las reinfecciones.

La edad podria ser un factor que influye en las tasas de infeccién de los diferentes subtipos
de VRS. En este estudio, los nifilos menores de 1 afio presentaban una tasa de deteccién de
VRSA significativamente mayor que la del resto de los grupos, (Imaz et al., 2000). Sin embargo,
si nos centramos en los pacientes infectados con VRSB, no hay diferencias entre los dos grupos
de edad menores de 5 afios, aunque otros autores informasen de un predominio de la
infeccién por VRSB en los nifios menores de 1 afo (Papadopoulos et al., 2004). Este hecho
podria ser debido a que el VRSA circuld en temporadas anteriores y por lo tanto solo se
infectarian los pacientes que nunca estuvieron en contacto con él. Sin embargo, en el caso del
VRSB, que aparece en las dos ultimas temporadas, tendria una poblacién susceptible mayor
gue no habria tenido contacto previo con este subtipo.

La relacion entre el cuadro clinico y el subtipo es controvertida. Un estudio reciente sugirio
presentaciones clinicas especificas para los diferentes subtipos de VRS. Al estudiar nifios con
infeccién por VRS hospitalizados con enfermedades respiratorias en China, durante un periodo
de 3 afos, Liu et al. (2016) mostraron presentaciones clinicas especificas para infecciones por
VRSA y VRSB. Asi pues, bronquiolitis, disnea, coriza y sintomas gastrointestinales se
encontraron con mas frecuencia en los pacientes con infeccion por VRSA; mientras que los
sintomas sistémicos de escalofrios, mialgia, erupcién, debilidad y el dolor de cabeza se
asociaron principalmente con VRSB. Algunos estudios ya han informado que el VRSA se asocia
con una enfermedad clinica mas grave. En 2013, los datos de un estudio epidemiolégico
realizado en 27 servicios de urgencias de Estados Unidos mostraron que los pacientes con

infeccidon por VRSA tenian mas probabilidades de ser ingresados en el hospital o en la unidad

102



DISCUSION

de cuidados intensivos (47,7%) en comparacion con VRSB (35,8%), apoyando sugerencias de
otros estudios mas pequefios que coincidian con que VRSA puede ser mas virulento que VRSB
(Jafri et al, 2013). Por el contrario, otros autores han descrito que la infeccidon por VRSB es mas
grave. Hornsleth et al. (1998) estudiaron prospectivamente a nifios ingresados con infecciones
respiratorias por VRS en un departamento pediatrico en Copenhague durante tres temporadas
de invierno, 1993-1995 y encontraron una diferencia relacionada con la edad en la gravedad
de la enfermedad: las infecciones por VRSB se asociaron con estancias hospitalarias mas
prolongadas, el uso de asistencia respiratoria y la presencia de infiltrados en una radiografia de
térax en lactantes de cero a cinco meses de edad. Finalmente, otros estudios han demostrado
que las infecciones por VRSA y B tienen una gravedad equivalente. De acuerdo con los
resultados de pacientes menores de 1 aio previamente sanos hospitalizados por bronquiolitis
por VRS, Fodha et al. (2007) concluyeron que la gravedad de la enfermedad no se asocio
significativamente con el subtipo. En su lugar, era probable que se determinara por una
interaccion entre el huésped y los factores del virus, incluida la carga viral del VRS.

En nuestro estudio, los pacientes con un VRSA presentan mayoritariamente sintomas
sistémicos mientras que los infectados por un VRSB tenian afectadas sobre todo las vias bajas.
Esto hace entrever que son necesarias mas evaluaciones cuantitativas de la gravedad de la
enfermedad para determinar si estd asociada con alguno de los subtipos de VRS (Jafri et al.,

2013).

El andlisis de secuencia de nucledtidos ha conducido, como ya se ha comentado en la
introduccion, a la identificaciéon de 11 genotipos de VRSA (GA1-GA7, SAA1, NA1-NA2 y ON1)
(Venter et al., 2001) y 23 genotipos de VRSB, (GB1-GB4, SAB1-SAB3, SAB4, URU1, URU2, BA1-
BA12 y THB) (Blanc et al., 2005). Los patrones de genotipos de VRS circulantes pueden
proporcionar una mejor comprension de la epidemiologia molecular de la infeccién por VRS.
Todas las muestras caracterizadas de VRSA se clasificaron en el genotipo ON1, que se detecté
por primera vez en Ontario (Canada) en la temporada 2010-2011 (Eshaghi et al., 2012). Este
genotipo se ha extendido a nivel mundial haciéndose predominante desde entonces
(Tabatabai et al., 2014; Silva et al., 2018; Espinosa et al., 2017). En el VRSB, el genotipo BA, de
manera similar, después de su aparicién en Buenos Aires (Argentina) en 1999, se extendié por
todo el mundo vy llegd a ser predominante en la mayoria de los paises, mostrando con el
tiempo una gran diversificacion en al menos 12 variantes diferentes (de BA1 a BA12) (Trento et
al., 2006; Espinosa et al., 2017). En el presente estudio, todas las cepas caracterizadas como
VRSB pertenecian a genotipos BA, no pudiendo caracterizar la variante especifica. Varios

trabajos, incluido este, han informado epidemias alternas de VRSA y VRSB a lo largo del tiempo
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(Cui et al., 2013; Ohno et al.,, 2013). Esto no es sorprendente, ya que estd descrito que
multiples genotipos de VRSA y VRSB cocirculan en una sola estaciéon y los genotipos
emergentes pueden reemplazar en afios posteriores a los predominantes previamente
(Pretorius et al., 2013). Se ha planteado la hipdtesis de que los cambios periddicos en el
subtipo de VRS predominante estdn impulsados por la dindmica de la inmunidad de la
poblacién y la inmunidad de grupo especifica del subtipo (Botosso et al., 2009). Ahondar y
comprobar los andlisis de este trabajo puede ser un campo de investigacion interesante en un

futuro préximo.

La carga viral es otro de los posibles factores que podrian afectar a las caracteristicas de la
infeccidn que en una muestra clinica y en un momento dado, refleja la interacciéon dindmica
entre la replicacion del virus y la capacidad del sistema inmunitario del huésped para
eliminarlo. Por lo tanto, las mediciones de carga del VRS podrian ser clinicamente utiles para el
seguimiento de la enfermedad, la evolucion, la respuesta al tratamiento y la capacidad de
transmisién, asi como, para su uso como marcador prondstico. Se ha planteado la posibilidad
de que la carga viral de VRS pueda predecir la gravedad de la enfermedad, sin embargo,
existen estudios que no encontraron esta asociacion (Fodha et al., 2007; Jansen et al., 2010).
Las diferencias en estos trabajos pueden ser debidos al método de diagndstico, asi como, a la
calidad de la muestra. Este ultimo pardmetro es esencial en la valoracién de este marcador,
dado que el rendimiento diagndstico de una muestra depende de la cantidad de células diana
de replicacion viral que contenga. Por tanto, es necesaria la normalizacidon de la carga viral
para realizar un seguimiento éptimo de la infeccidn y asegurar una correcta comparacion entre
diferentes muestras. Alsaleh et al. (2014) realizaron una cuantificacién de células utilizando RT-
PCR para validar la deteccidn viral en hisopos nasales utilizando un retrovirus enddgeno
humano (ERV3). En el presente estudio, se evalué el niumero de células en muestras
respiratorias para evitar la heterogenia debido a la recogida de la misma y permitir que sea
aplicable a cualquier tipo. Uno de los valores mas importantes de este estudio es que la carga
viral se ha normalizado segun el parametro celular, que se ha calculado a partir del nimero de
copias del gen de la B-globina. Por lo tanto, la calidad de las muestras no afecta los resultados
y se garantiza un diagndstico molecular viroldégico éptimo para poder hacer un buen
seguimiento de los pacientes, asi como, comparar los resultados entre diferentes pacientes
independientemente de la calidad de la muestra (Alvarez-Argiielles et al., 2015; Gdmez-Novo

et al,, 2018).
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En nuestro estudio se procesaron mayoritariamente dos tipos de muestras, la nasofaringea
y la faringea. En estudios previos se demostré que el exudado nasofaringeo tiene mayor
rendimiento en el diagndstico que el exudado faringeo para la deteccién del VRS, tanto en
poblaciones adultas como en pediatricos, ya que en esa region anatdomica es donde el virus se
va a replicar (Covalciuc et al., 1999). Por tanto, como era esperable, al analizar el tipo de
muestra, se encontré una carga viral claramente superior en el exudado nasofaringeo en
comparacion con el exudado faringeo, cuantificable en medio logaritmo. Este hecho apoya la
necesidad de utilizar siempre el mismo tipo de muestra o, al menos, ser consciente de estas
diferencias si se va a llevar a cabo un seguimiento de la infeccién. Dado que en nuestro trabajo
se evidencio que los pacientes con IRTI presentan una carga viral superior a aquellos con IRTS o
SS, se pensd en la posibilidad de establecer un limite clinico para determinar un valor de
referencia que ayude a predecir la evolucion de los pacientes, y que tendria utilidad sobre todo
en el seguimiento. Al observar la diferencia en la CV entre la muestra faringea y nasofaringea
se establecié un valor para cada una de ellas. Cuando se evalud el limite de 4,3 log para los
exudados faringeos y 4,8 log para los exudados nasofaringeos, la tasa de pacientes con IRTI
que excedieron dicho limite en ambos casos fue significativamente mayor que la de los
pacientes con IRTS+SS. Por tanto, la determinacidon de una carga viral por encima de estos
limites propuestos se relaciond con una mayor posibilidad de padecer una IRTI (Gémez-Novo

et al., 2018).

En el presente estudio, la carga viral del VRS mostrd una fuerte correlacion positiva con la
edad mas temprana. Los pacientes menores de 1 afio mostraron una carga viral mas alta que
los demas. Estos pacientes experimentan cambios anatémicos e inmunoldgicos significativos
durante su desarrollo, que pueden afectar a los patrones de replicacion de VRS. El impacto de
la carga viral en la gravedad del proceso respiratorio es controvertido, en nuestro estudio la
carga de virus detectada en IRTI era significativamente mayor que en otros pacientes con IRTS
0 SS. Las relaciones entre las caracteristicas clinicas y la carga viral difirieron de los resultados
informados por otros autores. Sin embargo, son recientes algunos estudios en los que se
muestra correlacién de mayor carga viral con un cuadro clinico mas severo, permitiendo asi,
definir un grupo de pacientes que van a necesitar un manejo clinico diferente (Fodha et al.,,
2007; Espinosa et al., 2017). En cambio, estudios de un solo centro con tamafios de muestra
pequenos han demostrado que la gravedad de la bronquiolitis por VRS con altas cargas virales
no es diferente de la de aquellos con bajas cargas virales (Xiao et al., 2017). Las posibles

explicaciones de la inconsistencia entre los estudios incluyen diferencias en el disefio del

105



DISCUSION

estudio, las poblaciones de pacientes y/o las metodologias, donde se incluye el método de

medicion de la carga viral, de ahi la importancia de la normalizacién.

Atendiendo al subtipo de VRS, la carga viral de los pacientes infectados por un VRSB fue
mayor que la de los pacientes infectados por el subtipo A, siendo significativa esta diferencia
en la T2-15/16 aquella en la que se produce un brusco incremento de la tasa de deteccidn de
VRSB y un descenso de VRSA. No se encuentran datos en la literatura sobre la asociacién entre
el subtipo y la carga viral, pero si que podria explicarse una mayor carga viral con la entrada de
un nuevo subtipo, en este caso el subtipo B, ya que la poblacidn estd mas desprotegida frente
al nuevo VRS y se replica de manera mas facil. En la T3-14/15 la carga viral es menor porque la
poblacién susceptible fue inferior debido a que los pacientes de los diferentes estratos de

edad ya habrian estado en contacto con ese subtipo en la temporada anterior.

Se ha estimado que, en nuestro medio, los nifios sanos tienen en los primeros afos de vida
entre 6-8 procesos respiratorios. Ademads, se ha demostrado que después de la infeccidn
primaria, algunos lactantes pierden la inmunidad especifica del subtipo en 2 a 4 meses (dentro
de un periodo epidémico) (Scott et al., 2006). La inmunidad protectora contra el virus puede
ser de corta duracidon en algunos individuos. Esta informacion es relevante para tratar de
dilucidar la naturaleza de la inmunidad a la reinfeccién por VRS en nifios en relacidn con las
variantes que infectan y reinfectan. Para poner de manifiesto que una infeccién previa por VRS
protege frente a futuras infecciones se analizé la carga viral en pacientes con reinfecciones por
VRS. De los 41 pacientes con reinfeccién, 13 lo fueron en la misma temporada y 28 en
diferente temporada epidemioldgica. Este estudio indicd claramente que las reinfecciones en
la misma temporada tuvieron una carga viral mas baja que en la segunda infeccion (10 frente a
1 paciente). Por lo que parece que, aunque se pueden volver a infectar en la misma
temporada, la infeccidn previa puede tener un efecto protector en la segunda. La mayor tasa
de reinfeccion en temporadas diferentes y la mayor carga viral puede ser debido a cambios
que se introducen en el virus (ARN) como consecuencia de su expansidon y hacen que la

proteccion no sea total de una temporada a otra, al igual que ocurre con los virus gripales.

Otro objetivo en este estudio fue observar la importancia del VRS frente a otras infecciones
respiratorias causadas por otros virus. Ademas del VRS, el diagndstico etiolégico de las
infecciones en las tres temporadas de este estudio nos ha permitido detectar al menos un
virus respiratorio en el 66% de los pacientes. En estudios similares realizados en diferentes
regiones del mundo, la tasa de deteccidén viral oscilé entre menos del 50% y el 75%

(Hombrouck et al., 2012; Schlaudecker et al., 2012). La busqueda de una mayor variedad de
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virus mejorard nuestra comprensién de la interaccion viral, la interferencia y la transmisién
geografica. Los datos en Asturias de 2014 a 2017 informaron que los principales virus
patdgenos de las infecciones respiratorias agudas fueron el virus de la gripe, seguido por el
Adenovirus y el VRS. Sin embargo, el Parainfluenzavirus, Rinovirus, Metapneumovirus vy
Coronavirus, aunque circulen con menor tasa, son virus importantes que causan infecciones
respiratorias agudas y pueden, en algunos casos, producir cuadros graves. La etiologia de las
IRAs y la incidencia de los virus respiratorios varian en diferentes estudios realizados en
diferentes momentos. En Estados Unidos, IA, VRS y PIV fueron los que se detectaron con
mayor frecuencia (Hasman et al., 2009). Los estudios realizados en Francia han demostrado
que el MPV y el VRS son los mas comunes (Falchi et al., 2011). Otro estudio etioldgico de IRAs
mostré que el VRS, RV, PIV e IA se detectaron con mayor frecuencia entre los nifios en la parte
occidental de Rusia (Lvov et al., 2014). Por lo tanto, en la mayoria de los casos, no puede
extrapolarse la circulacidn viral entre diferentes regiones geograficas, lo que hace necesario,
realizar estudios locales para determinar que virus estan circulando en los diferentes

momentos, ayudando al clinico en el correcto manejo de los pacientes.

Las infecciones respiratorias agudas de origen viral se presentan principalmente en las
épocas frias, en forma de brotes epidémicos de duracion e intensidad variable (Borchers et al.,
2013). La estacionalidad de los patégenos respiratorios virales examinados en este estudio
generalmente siguid lo que se ha documentado en climas templados. El VRS fue altamente
estacional, con picos anuales entre noviembre y febrero. Este hallazgo es concordante tanto
con la Norteamérica templada como con estudios previos que identificaron temporadas de
VRS en Egipto, Jordania, Qatar, Arabia Saudita y los Emiratos Arabes Unidos en el mismo
periodo de tiempo y con el pico mas alto en enero (Embarek et al., 2014).

Por otra parte, detras del VRS, la gripe fue mas comun en los meses de invierno entre
diciembre y marzo (Cox, 2014). Para el ADV, se observaron picos entre abril y julio, que son
comparables a los patrones de circulacidon en climas templados donde el virus se detecta
durante todo el afio con brotes a fines del invierno, primavera o principios del verano (Hess et
al.,, 2012). La estacionalidad de PIV fue similar a los patrones de circulacién de virus en los
Estados Unidos (Fry et al., 2006). El EV se detecta durante todo el afio con mayor incidencia en
el mes de mayo de ambas temporadas. Las infecciones por RV no mostraron una
estacionalidad tan pronunciada, si no que se detectdé durante casi todo el afio. Esto puede ser
debido a que se han identificado mas de 100 cepas diferentes de RV circulando en todo el
mundo de forma paralela y sucesiva, por lo que, una posible estacionalidad de los serotipos

individuales de RV puede enmascararse mediante patrones superpuestos (Richter et al., 2014).
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Finalmente, el CoV se detectd sobre todo durante los meses de otofio a primavera, desde
noviembre a junio. Esta estacionalidad concuerda con un estudio realizado en esta misma

regién una década antes (Villa, 2009).

Si atendemos al comportamiento del VRS en las diferentes temporadas se ve que la mayor
tasa de infeccion del VRS en la T1-14/15 de este estudio aparecié en la semana 2, en la T2-
15/16 el pico de mayor deteccidn se encontrd antes (semana 49) y en la T3-16/17 aparecio
nuevamente en la semana 2 pero en esta ocasidon con menor tasa de deteccién. La duracion
fue mayor cada temporada, encontrdndonos con 16, 19 y 23 semanas de circulacién,
respectivamente. En un estudio realizado en 15 paises europeos se encontré una duracion
similar, de entre 16-18 semanas (Broberg et al, 2018). Estos datos demuestran que, aunque la
circulacién del VRS sea estacional y se espere entre noviembre y febrero, existen variaciones
inter temporadas en cuanto a la aparicién, pico (momento y tasa) y duracién. Es necesario un
esfuerzo en la vigilancia del VRS, ya que, su patrén de circulacidon va a condicionar aspectos
clinicos muy importantes, como la pauta de farmacos preventivos o la instauracién de medidas
de aislamiento cuando aparezcan los primeros casos en los que se requiere hospitalizacion
(Figueras et al., 2015).

Los cambios en la aparicién del VRS pueden ser debidos al patron estacional de otros virus
respiratorios en cada temporada. Si atendemos a estos virus altamente estacionales (RV e IA)
junto con el VRS, en las dos primeras temporadas de este estudio tenemos un patrén ya
conocido en el que se suceden temporalmente RV, VRS e IA. Sin embargo, la temporada 3
(2016-2017) fue atipica, ya que, al no observarse un pico claro en RV, previo a la gripe, ésta se
solapd con el VRS. Hay autores que afirman que cuando el |IA se adelanta, el VRS tiende a
retrasarse y el virus de la gripe B no circula (Asten et al., 2016). Por otra parte, se ha postulado
gue debido a que los sintomas de la infeccién por RV a menudo son leves o asintomaticos, el
aumento de la tasa de infeccidon del RV dentro de un cierto rango podria potencialmente dejar
a la poblacién en un menor riesgo de epidemias de gripe (Zheng et al., 2017). Un posible
mecanismo molecular que lo explicase seria que las células infectadas por RV producian
interferén y otras citoquinas, similares a las generadas por las células infectadas con
influenzavirus A, y éstas proporcionan una posible inmunidad general contra este virus A en la
poblacién. Nuestros datos corroboran este hecho ya que en ausencia de una alta tasa de
infeccién por RV la poblacién tiene un mayor riesgo de epidemia de IA, lo que se traduce en el

pico observado en la T3-16/17.
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La comparacién de la estacionalidad entre grupos de edad ayuda a comprender cémo se
propaga una infecciéon a través de una comunidad. En los nifios menores de 6 afios la
circulacién del VRS comenzd antes en las tres temporadas epidemioldgicas, especialmente el la
T3-16/17. Esto sugiere que, en nuestro entorno, son los nifios menores de 6 afios los
centinelas de la infeccién por el VRS. Un estudio realizado en Boston informdé que los nifios de

3 a4 afios son los centinelas de la infeccidn por los virus respiratorios (Brownlee al., 2008).

La alta tasa de replicaciéon viral en la temporada invernal en nuestro entorno produce la
infeccién en un individuo por mdas de un virus. Las coinfecciones de virus respiratorios es un
tema que, aun en la actualidad, sigue generando controversia a pesar de los avances
tecnoldgicos instaurados en los ultimos afios en el campo de la virologia. La coinfeccién viral o
la deteccion de dos o mads agentes patdgenos virales en un solo paciente se podia atribuir a la
persistencia asintomatica o a la eliminacidn de virus. Sin embargo, estudios muy recientes,
reportan tasas de deteccidn de virus en pacientes asintomaticos entre el 4% y 6%, lo que se
traduce en que, si hay clinica, el virus detectado estd presente en el proceso respiratorio
(Sundell et al., 2019). Las grandes variaciones en las tasas de deteccién de infecciones virales
multiples, en diferentes trabajos, pueden estar relacionadas con diferencias en las poblaciones
de estudio, ubicaciones, periodos, factores ambientales, el nimero de patdgenos virales
analizados y diferencias en las técnicas de diagndstico. Por otro lado, diferentes virus
respiratorios producen cuadros clinicos similares lo que hace que sea dificil diagnosticar el
agente etioldgico preciso basandose Unicamente en los signos clinicos (Saleh et al., 2017). El
uso de técnicas moleculares para el diagndéstico de infecciones virales ha permitido la
deteccién viral mixta en una sola muestra, sobre todo ahora que la mayoria de los laboratorios
utilizan paneles de diagndstico sindromico, que permiten detectar varios virus de forma
simultanea. En el presente trabajo, las coinfecciones con VRS fueron frecuentes, detectandose
en el 36% de los episodios de IRAs. En Jinan (China) sobre 720 muestras de pacientes
hospitalizados y ambulatorios con IRAs durante un periodo de un afio se identificé deteccion
viral mixta en 95 muestras (13%) (Lu et al., 2013). En otro estudio, el 48% de las muestras de
nifilos hospitalizados y adultos con IRTI se observd infeccién mixta en el 8% de las muestras
(Sentilhes et al., 2013).

Aunque, se detectaron coinfecciones de VRS con todos los virus respiratorios, la mas
frecuente fueron con el IA (15%) seguida por aquellas con ADV (8%). Varios estudios
informaron que el VRS, RV y ADV son los principales virus que participan en la infeccion mixta
tanto en nifios como en adultos (Harada et al., 2013; Sentilhes et al., 2013). En otro estudio, la

mayoria de los virus participantes en la deteccidn mixta en nifios con IRA, fueron RV, PIV e |IA
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(Lu et al., 2013). Estos resultados sugieren, ademds, que algunos grupos virales facilitarian la
infeccidn o colonizacidn por otros virus en los mismos pacientes.

En los procesos respiratorios virales son frecuentes las infecciones mixtas, especialmente
en los niflos. Una investigacion de Goka et al. (2015) en una poblacién con edades
comprendidas entre 0 y 105 aifos demostré que los nifios menores de 5 aflos muestran una
mayor propension a la coinfeccién viral que otros. En este trabajo, observamos una tasa de
infeccién mixta cercana al 5%. Si nos centramos en las infecciones causadas por VRS se
encontré el mayor porcentaje de coinfecciéon en los pacientes de 1 a 5 afios (46% de las
infecciones causadas por VRS). Otro estudio encontré que esta tasa es mayor en nifios entre 6
y 24 meses en comparacién con los lactantes de hasta 6 meses (Martin et al.,, 2011).
Finalmente, Zhang et al. (2012) observaron que, en un estudio en menores de 3 afios, el grupo
de edad de 13 a 24 meses tenia tasas de infecciones mixtas significativamente mas altas que
los grupos de edad de 8 a 12 meses.

Otra parte controvertida de las infecciones mixtas es si participan realmente o no con una
mayor gravedad del cuadro clinico. Estudios anteriores informaron que la detecciéon mixta con
virus respiratorios aumentd el riesgo de hospitalizacion y neumonia (Lu et al., 2013; Harada et
al., 2013) mientras que otros estudios no encontraron asociacion entre la infeccién mixta y la
gravedad clinica (Martin et al., 2011). Incluso algunos autores analizan los virus implicados en
las coinfecciones e indican que la presencia del VRS aumenta la gravedad o el ingreso en la UCI
(Richard et al., 2008; Sahar et al., 2015).

En nuestro estudio, el mayor porcentaje de coinfecciones con el VRS lo encontramos en los
pacientes con sindrome sistémico, cuadro clinico mas inespecifico, seguido por los pacientes
con IRTS. Resultados similares fueron descritos por Saleh et al. (2017) al observar que la fiebre
y la tos eran sintomas comunes en pacientes infectados con diferentes virus respiratorios
simultaneos. Para intentar dilucidar la severidad o no de las coinfecciones en pacientes con
VRS, en este estudio se analizaron una serie de marcadores de gravedad en pacientes menores
de 1 afio con infeccidn Unica y mixta. Uno de los marcadores que pueden ayudar a aclarar
estas situaciones es el analisis de la carga viral normalizada que indica la capacidad de
replicacion. Esta carga viral era significativamente mas alta en las infecciones Unicas y sobre
todo en las IRTI, lo que apoya la idea de que la presencia de varios virus, mas que sumar,
restan por su posible competencia. En cualquier caso, se necesitan mas trabajos que aclaren
esta situacidn. Pero no resulta vanal comprobar siempre la mayor capacidad disgndstica que

tenga un laboratorio.
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El CMV, aunque no se trate de un virus “respiratorio tipico”, se aisla de manera frecuente
en los procesos respiratorios, con un porcentaje importante en menores de 1 afio, y en
muchas ocasiones acompafiando a los virus clasicos. Por tanto, nos propusimos comparar las
caracteristicas de las infecciones mixtas (CMV y VRS) con infecciones Unicas por VRS, lo que
nos llevd a pensar en una posible expresién de una infeccién congénita en ciertos casos que,
ademas, llevase a tener implicaciones en el comportamiento de los virus infectantes. Hay 4
explicaciones posibles para la deteccién de CMV en muestras respiratorias: a) el CMV puede
ser un patégeno respiratorio, particularmente en lactantes, en los que puede causar
neumonitis (Weigl et al., 2000); b) la excrecidn del virus puede ocurrir con infecciéon primaria
asintomatica (Carballal et al.,, 2001) c) puede excretarse asintomaticamente durante la
reactivacion de la infeccién latente (Avila et al., 1989); d) el CMV puede excretarse durante
muchos meses después del nacimiento en una infeccion congénita asintomatica por CMV
(Kellner et al., 1990). En nuestro analisis, el 4,6% de los pacientes estaban infectados por CMV
y VRS, de los cuales, mas de la mitad tenian menos de 1 afio. Al igual que en el caso de las
coinfecciones de VRS con otro virus respiratorio en menores de 1 afio, se estudio la carga viral
en funcién de la gravedad, observando que al igual que ocurrié anteriormente, es mayor en
infecciones Unicas que en infecciones mixtas. En este caso si se observa que los pacientes sin
coinfeccién por CMV presentaban una mayor hospitalizacidn. Se intentd relacionar la infeccidn
por VRS con la infeccién congénita por CMV, pero sélo se logré descubrir ésta en tres casos,

con lo que no se podrian obtener resultados concluyentes.

Si bien la deteccidon gendmica basada en la PCR es una técnica con una alta sensibilidad y
que permite la cuantificacion viral, su realizacidn puede resultar altamente costosa, sobre todo
si se realizan mediante plataformas comerciales, llevar cierto tiempo hasta la obtencion del
resultado y no esta exenta de problemas como la contaminacién. Por ello, la implantacién de
unas técnicas mas rapidas y baratas, como el MALDI-TOF, reportarian un beneficio en la
seccion de Virologia Clinica y podrian aportar nuevos marcadores que aclaren la naturaleza de
la infeccidn, no sélo en el caso del VRS.

El MALDI-TOF depende estrictamente de la concentracién viral en la muestra y de la
presencia de moléculas derivadas de residuos celulares (Wieser et al., 2012; Calderaro et al.,
2014). El sistema estd ampliamente implementado en el campo de la bacteriologia, pero son
escasos los trabajos en virologia. Asi pues, el primer objetivo de este trabajo fue crear una
libreria que identificase las muestras con agente viral. Para solventar la cantidad de analito se
trabajé con cultivos celulares de cepas de VRS suministradas por el ISCIll. Con los cultivos

positivos y con células sin infectar se cred la libreria que discriminaba infeccién de no

111



DISCUSION

infeccién. De hecho, los perfiles espectrales de lineas celulares infectadas con virus tenian
picos caracteristicos, ausentes en los cultivos celulares no infectados o infectados por otro
virus. Estos picos pueden resultar de la sintesis de proteinas especificas del virus y/o los
efectos de la infeccidn viral en la sintesis de proteinas celulares. Una vez establecida la libreria
y el método de trabajo, la técnica se aplicd a cultivos celulares con crecimiento de VRS y a
distintos dias de incubacién. Cuando la cantidad de virus era importante (demostrada por RT-
PCR en ciclos menores de 30) se llegd a alcanzar una sensibilidad diagndstica del 90%, pero
incluso en los 3 dias la sensibilidad supera el 75%.

Los perfiles espectrales de ambos cultivos celulares de referencia de VRSA y VRSB fueron
muy similares en la regidn analizada (peso molecular 2-20 KDa), ya que las diferencias a nivel
gendmico no se traducen en importantes cambios a nivel proteico, por lo que no permitian la
diferenciacion de subtipos.

La identificacion de VRS en la muestra directa, sin inocular, no detectd picos, posiblemente
debido a la carga viral, por lo que el tratamiento y extraccion deberia optimizarse y
modificarse con respecto a los llevados a cabo en las muestras procedentes de cultivos
celulares.

A pesar de sus limitaciones, este estudio podria considerarse un punto de partida para
futuras evoluciones del sistema desarrollado, ya que las diferencias observadas al comparar los
espectros de cultivos celulares infectados por el virus, sugieren la posibilidad de aplicar este
método a la identificacidon de otros virus responsables de infecciones del tracto respiratorio,

como a agentes virales que causan infecciones de otras localizaciones anatdmicas.

En resumen, la infeccién por VRS sigue siendo uno de los problemas clinicos en las unidades
de pediatria, tal como lo demuestra el que la incidencia del VRS en las infecciones respiratorias
fue mayor en los nifios menores de 1 afio y con IRTIL. El segundo grupo etario de mayor
incidencia fueron los mayores de 65 afios con IRTI. Seria destacable, como se comentd en este
trabajo, la tasa de infeccion en el grupo de adultos jovenes.

El subtipo VRSA que circuld en la primera temporada estudiada fue sustituido por el subtipo
VRSB en las siguientes temporadas. Los genotipos mayoritarios que circularon durante el
periodo de estudio fueron los mismos que circularon a nivel mundial.

La cuantificacion gendmica o carga viral es un marcador que podria predecir la gravedad en
la infeccidn y su normalizacion es necesaria para valorar la evolucion de la enfermedad, asi
como el tipo de muestra analizado. La carga viral fue mayor en los nifios menores de 1 afio y
con IRTI. También se demostrdé que esta fue menor en las reinfecciones dentro de la misma

temporada.
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El VRS cocirculdé con otros virus respiratorios estacionales, detectandose en infecciones
mixtas en un porcentaje nada despreciable, sobre todo con el Influenzavirus A y el Adenovirus.
La carga viral era superior cuando se detectdé en infeccién Unica, lo que significa que la
cuantificacidn gendmica de los virus respiratorios en las infecciones mixtas seria de gran ayuda
para valorar que virus es el responsabe de dicho cuadro clinico.

En nifios menores de 1 afio es necesario investigar también el CMV con el fin de
diagnosticar y conocer infecciones congénitas asintomaticas por CMV.

Por dltimo, hoy en dia, en los laboratorios de microbiologia clinica se dispone de una
tecnologia de alto rendimiento que puede proporcionar marcadores precisos para el correcto
manejo de la infeccidn: carga viral, subtipo, genotipo, relacién con otros virus son de ayuda.
Aun asi, buscar nuevos marcadores y nuevas formas diagndsticas es un reto a abordar en el

futuro.
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1. La mayor tasa de infeccidon por Virus Respiratorio Sincitial se encontré en los nifios
menores de 1 afio y en infecciones del tracto respiratorio inferior, pero no fue desdefiable en
el resto de los grupos de edad y cuadros clinicos.

2. Tanto el VRSA como el VRSB fueron mas frecuentes en nifios menores de 1 afio con
IRTI. Mientras que el primero casi se circunscribia a esta situacion, el VRSB se encontrd en
todas las edades y en todos los procesos clinicos.

3. Durante las tres temporadas estudiadas, los subtipos del Virus Respiratorio Sincitial
cocircularon en la primera y prevalecié uno de ellos en las otras dos.

4. Entre 2014 y 2017, en nuestra regién circularon el VRSA ON1 y el VRSB BA, dos de los
genotipos mas frecuentes a nivel mundial.

5. Los exudados nasofaringeos presentan una carga viral normalizada del Virus
Respiratorio Sincitial mayor que los exudados faringeos, cuantificada en medio logaritmo.

6. Se pudo establecer un limite de la carga viral normalizada del Virus Respiratorio
Sincitial, que por encima del cual, aumenta la posibilidad de padecer una infeccion respiratoria
del tracto inferior tanto en exudados faringeos como nasofaringeos.

7. La carga viral normalizada del Virus Respiratorio Sincitial fue mayor en nifios menores
de 1 afio con infecciones respiratorias del tracto inferior y fue menor en adultos entre 45 y 65
afios con sindrome sistémico.

8. Se encontrd una correlaciéon entre la carga viral normalizada del Virus Respiratorio
Sincitial y la temporada en la que se produjo un cambio en la circulacién de ambos tipos del
Virus Respiratorio Sincitial.

9. Una segunda infeccidn por Virus Respiratorio Sincitial acaecida en la misma temporada
epidemioldgica cursa con menor carga viral que la primera. Sin embargo, no hay diferencias
cuando ambas infecciones ocurren en diferentes temporadas epidemioldgicas.

10. Aunque el patron temporal clasico es Rinovirus-Virus Respiratorio Sincitial-
Influenzavirus A, un descenso en la circulacién del Rinovirus provocd una aparicion mas
temprana y con mayor intensidad del Influenzavirus A y un retraso del Virus Respiratorio
Sincitial.

11. Las infecciones mixtas en las que participa el Virus Respiratorio Sincitial ya sea con otro
virus respiratorio o con CMV, presentan carga viral normalizada menor que aquellas en las que
solo se encuentra el VRS, resultando estas mas graves que las primeras.

12. La metodologia del MALDI-TOF pudo ser aplicada con éxito en la identificacidon del VRS
procedente de cultivos celulares, siendo el séptimo dia en que presenté mayor rendimiento

diagnostico.
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Tabla 1: Estacionalidad de los virus respiratorios detectados en cada temporada.

ANEXO

VRS 1A 1B MPV PIV CoV EV RV ADV
T1 s36 0,00% 2,22% 0,00% 2,22% 0,00% 0,00% 11,11% 2,22% 22,22%
s37 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 8,00% 0,00% 8,00%
s38 2,44% 0,00% 0,00% 0,00% 2,44% 0,00% 12,20% 2,44% 12,20%
s39 0,00% 2,78% 0,00% 0,00% 2,78% 2,78% 19,44% 5,56% 2,78%
s40 0,00% 4,88% 0,00% 0,00% 2,44% 0,00% 19,51% 2,44% 2,44%
s41 2,17% 0,00% 2,17% 0,00% 6,52% 0,00% 19,57% 8,70% 6,52%
s42 0,00% 2,22% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 11,11% 20,00% 4,44%
s43 0,00% 1,92% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 36,54% 7,69% 9,62%
s44 0,00% 2,38% 0,00% 0,00% 4,76% 2,38% 45,24% 9,52% 7,14%
s45 2,22% 2,22% 0,00% 0,00% 8,89% 0,00% 28,89% 6,67% 4,44%
s46 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,00% 0,00% 24,00% 14,00% 14,00%
s47 1,67% 6,67% 0,00% 0,00% 5,00% 0,00% 31,67% 1,67% 3,33%
s48 6,67% 6,67% 0,00% 0,00% 8,33% 1,67% 6,67% 8,33% 16,67%
s49 14,67% 10,67% 0,00% 0,00% 1,33% 4,00% 13,33% 17,33% 13,33%
s50 31,25% 14,06% 0,00% 0,00% 0,00% 3,13% 31,25% 12,50% 6,25%
s51 32,94% 24,71% 0,00% 0,00% 1,18% 5,88% 17,65% 7,06% 15,29%
s52 47,62% 12,70% 0,00% 0,00% 0,00% 3,17% 14,29% 9,52% 14,29%
sl 36,47% 25,88% 0,00% 0,00% 3,53% 7,06% 10,59% 4,71% 12,94%
s2 51,96% 21,57% 0,00% 0,00% 0,98% 3,92% 24,51% 4,90% 19,61%
s3 16,95% 34,46% 2,26% 0,56% 0,56% 3,39% 6,21% 3,39% 5,08%
s4 13,64% 44,32% 7,95% 0,00% 0,57% 3,98% 7,95% 1,14% 5,68%
s5 10,98% 38,73% 9,25% 0,58% 0,58% 2,89% 4,62% 1,16% 8,09%
s6 14,44% 35,00% 9,44% 0,00% 0,00% 4,44% 4,44% 0,00% 3,33%
s7 7,69% 34,32% 10,65% 0,00% 0,00% 5,33% 4,73% 1,18% 7,10%
s8 7,74% 22,62% 10,71% 0,00% 0,60% 7,74% 4,17% 0,00% 1,79%
s9 4,97% 16,77% 13,66% 1,24% 0,00% 6,21% 0,00% 0,00% 5,59%
s10 2,44% 11,38% 15,45% 1,63% 0,81% 4,88% 6,50% 1,63% 10,57%
s11 4,69% 10,94% 9,38% 0,00% 1,56% 2,34% 10,16% 6,25% 7,03%
s12 1,87% 1,87% 10,28% 0,93% 0,93% 7,48% 13,08% 2,80% 9,35%
s13 0,00% 4,59% 9,17% 0,92% 0,92% 2,75% 15,60% 1,83% 11,01%
s14 1,52% 4,55% 9,09% 3,03% 0,00% 1,52% 3,03% 1,52% 25,76%
s15 1,56% 1,56% 6,25% 0,00% 1,56% 4,69% 6,25% 3,13% 23,44%
s16 4,55% 1,52% 3,03% 0,00% 6,06% 9,09% 19,70% 4,55% 16,67%
s17 7,55% 1,89% 0,00% 0,00% 5,66% 5,66% 24,53% 3,77% 16,98%
s18 1,61% 0,00% 1,61% 1,61% 4,84% 1,61% 25,81% 16,13% 3,23%
s19 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,59% 1,59% 31,75% 4,76% 4,76%
s20 0,00% 0,00% 0,00% 3,08% 9,23% 1,54% 30,77% 3,08% 33,85%
s21 0,00% 0,00% 0,00% 1,39% 6,94% 0,00% 44,44% 2,78% 6,94%
s22 0,00% 2,22% 0,00% 2,22% 8,89% 0,00% 42,22% 2,22% 13,33%
s23 3,23% 0,00% 0,00% 0,00% 9,68% 0,00% 35,48% 1,61% 9,68%
s24 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 3,13% 0,00% 35,94% 12,50% 14,06%
s25 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 7,02% 0,00% 29,82% 5,26% 14,04%
s26 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,00% 2,00% 18,00% 4,00% 12,00%
s27 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 5,13% 0,00% 30,77% 7,69% 48,72%
528 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 10,87% 0,00% 34,78% 4,35% 19,57%
s29 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 5,71% 0,00% 8,57% 0,00% 25,71%
s30 0,00% 0,00% 0,00% 2,44% 7,32% 0,00% 34,15% 0,00% 17,07%
s31 2,86% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 20,00% 2,86% 8,57%
s32 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 11,43% 2,86% 17,14% 2,86% 8,57%
s33 0,00% 3,45% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 10,34% 0,00% 17,24%
s34 3,45% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 3,45% 3,45% 6,90%
s35 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 11,43% 14,29% 57,14% 45,71% 2,86%
T2 s41 2,56% 0,00% 0,00% 0,00% 5,13% 0,00% 25,64% 15,38% 10,26%
s42 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,67% 0,00% 25,00% 28,33% 6,67%
s43 2,67% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 28,00% 10,67% 16,00%
s44 4,05% 0,00% 0,00% 0,00% 8,11% 1,35% 33,78% 13,51% 14,86%
s45 18,75% 0,00% 0,00% 0,00% 1,56% 0,00% 26,56% 18,75% 14,06%
s46 28,43% 1,96% 0,98% 0,98% 0,00% 1,96% 33,33% 15,69% 23,53%
s47 39,45% 0,00% 1,83% 0,00% 0,92% 1,83% 28,44% 16,51% 24,77%
s48 39,55% 0,00% 2,99% 0,00% 1,49% 0,75% 16,42% 6,72% 17,91%
s49 46,28% 1,65% 0,83% 0,00% 0,00% 4,13% 12,40% 8,26% 18,18%
s50 43,24% 4,05% 1,35% 0,68% 1,35% 2,03% 11,49% 8,11% 18,24%
s51 40,76% 3,18% 0,64% 0,00% 0,00% 1,91% 6,37% 1,91% 17,20%
s52 39,69% 9,92% 1,53% 0,76% 2,29% 6,11% 6,11% 4,58% 12,98%
s53 34,78% 9,94% 2,48% 1,86% 1,24% 3,11% 5,59% 2,48% 25,47%
sl 26,83% 15,24% 3,66% 0,61% 1,22% 5,49% 5,49% 0,61% 15,85%
s2 14,00% 30,40% 5,20% 0,80% 0,40% 5,20% 3,60% 0,80% 11,20%
s3 12,80% 38,39% 4,74% 0,47% 0,95% 4,74% 6,16% 0,95% 8,06%
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s4 11,81% 29,92% 3,54% 0,39% 1,57% 5,91% 1,18% 0,39% 12,99%
s5 2,45% 36,36% 6,99% 1,05% 0,70% 9,79% 3,15% 0,35% 13,64%
s6 7,01% 31,53% 8,28% 1,27% 0,64% 9,24% 2,87% 2,87% 14,65%
s7 10,28% 23,76% 11,70% 0,35% 0,00% 3,55% 2,48% 0,71% 10,64%
s8 6,27% 26,13% 10,80% 2,44% 0,35% 4,18% 3,14% 0,35% 11,50%
s9 1,48% 21,03% 13,65% 3,69% 0,37% 6,64% 2,21% 2,58% 14,02%
s10 7,51% 14,62% 18,18% 1,19% 0,40% 1,98% 5,14% 1,98% 13,04%
s11 3,74% 10,75% 14,49% 2,80% 0,00% 3,74% 3,27% 1,40% 21,50%
s12 1,92% 7,69% 16,83% 2,40% 0,48% 1,92% 9,62% 1,92% 21,63%
s13 2,60% 9,38% 8,85% 7,29% 1,04% 6,25% 7,81% 2,60% 26,56%
s14 2,11% 4,93% 8,45% 2,11% 0,70% 3,52% 4,23% 2,82% 23,24%
s15 0,74% 5,88% 6,62% 5,15% 1,47% 2,94% 7,35% 2,21% 19,12%
s16 1,79% 6,25% 6,25% 7,14% 2,68% 9,82% 9,82% 3,57% 16,07%
s17 0,80% 4,80% 4,80% 8,80% 1,60% 8,00% 12,80% 6,40% 31,20%
s18 0,00% 1,82% 0,00% 4,55% 1,82% 6,36% 16,36% 9,09% 37,27%
s19 0,00% 0,00% 1,03% 4,12% 3,09% 1,03% 11,34% 6,19% 23,71%
s20 0,00% 0,00% 1,77% 5,31% 0,88% 0,00% 16,81% 5,31% 25,66%
s21 0,00% 0,00% 4,13% 6,61% 7,44% 0,83% 19,83% 6,61% 38,84%
s22 0,00% 0,00% 0,00% 1,96% 4,90% 2,94% 24,51% 13,73% 25,49%
s23 0,00% 0,00% 0,00% 5,66% 8,49% 0,94% 38,68% 1,89% 36,79%
s24 0,83% 0,00% 0,00% 2,50% 11,67% 0,00% 35,00% 0,83% 39,17%
s25 0,00% 0,00% 1,16% 1,16% 3,49% 0,00% 46,51% 0,00% 25,58%
s26 0,00% 0,00% 0,00% 5,75% 3,45% 0,00% 32,18% 3,45% 31,03%
s27 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 7,69% 0,00% 26,92% 2,56% 14,10%
s28 0,00% 0,00% 0,00% 1,32% 9,21% 0,00% 39,47% 0,00% 22,37%
s29 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,86% 4,29% 14,29% 5,71% 4,29%
s30 0,00% 0,00% 0,00% 1,33% 1,33% 2,67% 20,00% 2,67% 30,67%
s31 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 27,59% 1,72% 27,59%
s32 0,00% 0,00% 0,00% 1,56% 1,56% 0,00% 18,75% 1,56% 26,56%
s33 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 9,43% 1,89% 16,98% 3,77% 15,09%
s34 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 5,45% 1,82% 5,45% 1,82% 5,45%
s35 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 6,25% 0,00% 14,06% 0,00% 6,25%
s36 0,00% 0,00% 1,82% 1,82% 7,27% 1,82% 12,73% 3,64% 7,27%
s37 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,54% 0,00% 9,23% 1,54% 12,31%
s38 0,00% 1,49% 0,00% 0,00% 1,49% 0,00% 25,37% 7,46% 7,46%
s39 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,54% 18,46% 7,69% 6,15%
T3 s40 0,00% 1,12% 1,12% 1,12% 1,12% 4,49% 19,10% 12,36% 28,09%
s41 0,00% 0,97% 0,00% 0,00% 1,94% 0,00% 27,18% 2,91% 17,48%
s42 0,00% 1,01% 0,00% 0,00% 3,03% 2,02% 19,19% 6,06% 9,09%
s43 1,92% 3,85% 0,00% 0,00% 2,88% 3,85% 16,35% 6,73% 10,58%
s44 3,85% 3,85% 0,00% 0,96% 11,54% 0,96% 16,35% 3,85% 9,62%
s45 4,88% 15,45% 0,00% 0,00% 5,69% 0,00% 17,89% 4,07% 18,70%
s46 7,98% 21,81% 0,00% 0,00% 6,38% 3,72% 21,81% 2,66% 14,36%
s47 15,45% 30,04% 0,00% 0,00% 1,29% 1,29% 15,88% 1,72% 9,01%
s48 17,86% 46,75% 0,00% 0,32% 1,95% 1,62% 6,49% 1,30% 5,19%
s49 18,63% 51,66% 0,00% 0,67% 1,55% 1,33% 2,22% 2,66% 4,43%
s50 11,07% 56,30% 0,38% 0,00% 0,95% 0,38% 4,77% 2,10% 4,58%
s51 14,57% 60,88% 0,00% 0,16% 0,49% 2,45% 6,55% 0,33% 1,31%
s52 8,94% 56,30% 0,15% 0,00% 1,47% 1,32% 2,79% 1,03% 5,57%
sl 18,93% 50,82% 0,00% 0,21% 0,41% 1,85% 3,50% 2,47% 8,44%
s2 19,19% 50,53% 0,00% 0,00% 0,85% 3,41% 2,99% 2,35% 5,97%
s3 12,61% 23,25% 0,00% 0,00% 0,56% 4,20% 7,56% 1,96% 3,92%
s4 18,57% 32,86% 1,07% 0,36% 0,36% 2,86% 8,57% 1,79% 11,07%
s5 16,52% 13,84% 0,00% 0,45% 0,45% 11,16% 12,50% 4,02% 5,36%
s6 11,50% 6,00% 0,00% 1,00% 3,50% 12,00% 8,50% 2,50% 9,00%
s7 14,37% 7,47% 0,00% 1,72% 1,72% 16,09% 10,92% 4,02% 15,52%
s8 7,74% 6,55% 0,00% 2,38% 4,17% 9,52% 4,76% 2,38% 11,90%
s9 15,89% 0,66% 0,00% 1,32% 2,65% 7,95% 9,27% 3,97% 17,22%
s10 5,33% 5,33% 0,00% 2,67% 2,67% 12,67% 16,00% 4,00% 15,33%
s11 10,49% 6,17% 0,00% 4,94% 0,62% 5,56% 12,35% 4,94% 12,96%
s12 3,62% 2,17% 0,00% 2,90% 2,17% 5,07% 12,32% 5,80% 13,04%
s13 4,08% 0,00% 0,00% 6,12% 0,00% 6,12% 16,33% 0,00% 4,08%
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Tabla 2. Estacionalidad del VRS en cada grupo de edad por semanas.

ANEXO

<6 6-65 >65
T1 s36 0,00% 0,00% 0,00%
s37 0,00% 0,00% 0,00%
s38 9,09% 0,00% 0,00%
s39 0,00% 0,00% 0,00%
s40 0,00% 0,00% 0,00%
s41 5,56% 0,00% 0,00%
s42 0,00% 0,00% 0,00%
s43 0,00% 0,00% 0,00%
s44 0,00% 0,00% 0,00%
s45 0,00% 5,00% 0,00%
s46 0,00% 0,00% 0,00%
s47 3,70% 0,00% 0,00%
s48 15,38% 0,00% 0,00%
s49 30,56% 0,00% 0,00%
s50 50,00% 10,00% 0,00%
s51 47,06% 12,50% 0,00%
s52 69,05% 0,00% 12,50%
sl 60,00% 20,00% 10,00%
s2 75,00% 33,33% 41,38%
s3 42,22% 5,19% 12,96%
s4 27,27% 8,70% 5,77%
s5 23,91% 7,14% 5,36%
s6 28,57% 9,72% 5,77%
s7 12,20% 5,41% 7,41%
s8 9,80% 4,23% 11,11%
s9 13,95% 1,52% 2,04%
s10 6,67% 0,00% 0,00%
s11 8,00% 2,13% 3,33%
s12 2,86% 2,33% 0,00%
s13 0,00% 0,00% 0,00%
s14 0,00% 0,00% 9,09%
s15 3,70% 0,00% 0,00%
s16 11,11% 0,00% 0,00%
s17 6,67% 11,11% 0,00%
s18 0,00% 4,00% 0,00%
s19 0,00% 0,00% 0,00%
s20 0,00% 0,00% 0,00%
s21 0,00% 0,00% 0,00%
s22 0,00% 0,00% 0,00%
s23 0,00% 8,33% 0,00%
s24 0,00% 0,00% 0,00%
s25 0,00% 0,00% 0,00%
s26 0,00% 0,00% 0,00%
s27 0,00% 0,00% 0,00%
s28 0,00% 0,00% 0,00%
s29 0,00% 0,00% 0,00%
s30 0,00% 0,00% 0,00%
s31 5,26% 0,00% 0,00%
s32 0,00% 0,00% 0,00%
s33 0,00% 0,00% 0,00%
s34 0,00% 7,69% 0,00%
s35 0,00% 0,00% 0,00%
T2 s41 4,35% 0,00% 0,00%
s42 0,00% 0,00% 0,00%
s43 5,56% 0,00% 0,00%
s44 6,98% 0,00% 0,00%
s45 25,00% 5,56% 16,67%
s46 38,10% 13,33% 11,11%
s47 54,67% 6,67% 0,00%
s48 53,16% 20,00% 20,00%
s49 64,38% 12,82% 57,14%
s50 54,63% 3,45% 36,36%
s51 53,13% 18,18% 31,25%
s52 45,33% 28,26% 55,56%
s53 39,77% 25,00% 39,13%
sl 33,33% 17,65% 26,47%
s2 18,75% 9,35% 15,22%
s3 11,90% 9,30% 24,32%
s4 9,57% 11,58% 17,54%
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T3

s5
s6
s7
s8
s9
s10
s11
s12
s13
s14
s15
s16
s17
s18
s19
s20
s21
s22
s23
s24
s25
s26
s27
s28
s29
s30
s31
s32
s33
s34
s35
s36
s37
s38
s39
s40
s41
s42
s43
s44
s45
s46
s47
s48
s49
s50
s51
s52
sl
s2
s3
s4
s5
s6
s7
s8
s9
s10
s11
s12
s13

5,15%
11,58%
9,35%
6,67%
0,00%
9,68%
3,13%
2,94%
1,18%
0,00%
0,00%
3,92%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
1,47%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
4,00%
7,55%
7,58%
17,07%
25,93%
31,75%
35,52%
25,00%
28,50%
17,59%
30,47%
18,81%
20,78%
20,25%
21,43%
17,86%
8,99%
8,43%
20,99%
8,14%
12,77%
5,13%
4,35%

0,00%
4,14%
9,65%
4,51%
2,54%
5,31%
2,41%
0,00%
2,47%
2,90%
0,00%
0,00%
2,38%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
2,44%
0,00%
4,60%
10,08%
5,48%
4,05%
6,44%
8,62%
14,09%
18,46%
11,32%
13,27%
9,86%
8,45%
19,61%
8,33%
4,88%
2,27%
10,20%
0,00%
4,55%

3,57%
6,94%
13,11%
10,20%
1,89%
8,51%
8,57%
4,00%
8,00%
4,00%
4,17%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%
4,00%
10,53%
4,76%
9,02%
3,51%
9,18%
3,59%
15,31%
20,61%
9,83%
22,55%
18,07%
4,44%
20,59%
4,00%
17,24%
0,00%
0,00%
10,00%
0,00%
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