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Resum 

En aquesta tesis s’ha determinat l’epidemiologia dels principals virus respiratoris circulants en el nostre 

medi i s’ha avaluat l’aportació de la tecnologia molecular al diagnòstic de rutina de les infeccions 

respiratòries víriques. 

Es van recollir les dades dels virus respiratoris detectats entre gener de 1997 i desembre de 2013, a 

l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Es va analitzar la freqüència, la distribució estacional i la relació 

entre els virus detectats amb l’edat i el sexe dels pacients. Les mostres incloses van ser mocs 

nasofaringis, exsudats nasals i faringis, rentades broncoalveolars i biòpsies pulmonars i es van analitzar 

mitjançant tècniques d’immunocromatografia, immunofluorescència (IF), cultiu cel·lular (CC) i detecció 

d’àcids nucleics dels virus gripals. 

De les 36.744 mostres estudiades, 13.201 (35,9%) van resultar positives per un o més virus. En total es 

van detectar 13.630 virus respiratoris, dels quals el RSV (29,4%) va ser el virus més detectat, el FLUAV 

(28,7%) el segon i l’AdV (14,7%) el tercer. La resta de virus respiratoris es van detectar amb una 

freqüència inferior al 10%: EV (9,3%), FLUBV (6,7%), hMPV (5,1%), RV (4,4%), PIV-3 (3%), PIV-1 (1,1%) i 

PIV-2 (<1%). Es van trobar 428 co-deteccions (3,2%). 

Els RSV, FLUAV, AdV, EV i PIV-3 es van detectar durant tots els anys. La resta van presentar una 

distribució heterogènia al llarg dels anys. Els mesos amb més deteccions positives van ser els mesos 

d’hivern i els de menys, els mesos d’estiu. Alguns virus presentaven una distribució estacional en forma 

de pics en mesos concrets: el RSV durant els mesos de novembre a gener, el hMPV de febrer a maig, el 

FLUAV de desembre a març, el FLUBV de gener a març i el PIV-2 de setembre a desembre. La resta dels 

virus respiratoris es van detectar al llarg de tot l'any. Les co-deteccions es van trobar principalment 

entre octubre i març durant tots els anys. De manera destacada, durant la pandèmia de virus gripal de 

2009/2010 el FLUAV va representar el 43% dels virus detectats mentre que el 57% corresponia a altres 

virus respiratoris. 

En menors de 6 mesos, es va detectar almenys un virus respiratori en un 37,4% de les mostres; de 6 a 

12 mesos en un 51,2%; entre 1 i 3 anys, en un 50,8%; entre 3 i 5 anys, en un 42,7% i entre 5 i 18 anys en 

un 32,2%. A partir d’aquesta edat el percentatge de positivitat era al voltant del 15%. 



El 56,1% i el 43,9% dels virus detectats eren de mostres d’homes i dones, respectivament. Aquesta ràtio 

home:dona superior a 1 es va trobar en tots els grups d’edat excepte en els rangs de 18 a 40 anys. 

Per determinar l’aportació de les tècniques de PCR al diagnòstic dels virus respiratoris, es van comparar 

dues tècniques moleculars: Seeplex® que utilitza la tecnologia DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide) i 

CLART®, amb tecnologia de microarrays. Es van analitzar 80 mocs nasofaringis de pacients menors de 

6 anys amb sospita d’infecció respiratòria vírica. 

En la comparació entre els mètodes moleculars i els convencionals es va observar que els resultats 

variaven segons la tècnica. Es van obtenir 37, 40 i 62 mostres positives per IF/CC, Seeplex® i CLART®, 

respectivament. Seeplex® i CLART® van detectar 11 i 57 virus més que IF/CC, respectivament. Dels 

virus detectats només per PCR, el 72% corresponien a RV, hMPV, HCoV-OC43, PIV-4, FLUCV i HBoV. 

Mitjançant PCR es van trobar co-deteccions en 30 mostres i cap per IF/CC. El gran repte que planteja el 

diagnòstic molecular de les infeccions respiratòries víriques és poder determinar si el virus detectat és 

el causant del quadre clínic del pacient. 

 

  



Summary 

The present thesis aimed to determine the epidemiology of the main respiratory viruses circulating in 

our geographical area. The contribution of molecular techniques to the routine diagnosis of the 

infections caused by these viruses was also evaluated. 

Data of the respiratory viruses detected at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau between January 1997 

and December 2013 were collected. The circulation of respiratory viruses, including frequency and 

seasonal distribution, was analysed. The relationship between the viruses detected and the age and sex 

of the patients was also evaluated. The clinical specimens analysed included nasopharyngeal aspirates, 

nasal and pharyngeal exudates, bronchoalveolar lavages and lung biopsies. The virological studies were 

performed by cell culture (CC), immunochromatography and immunofluorescence (IF); a nucleic acid 

amplification technique (NAAT) for detection of Influenza viruses was also used. 

A total of 36,744 clinical specimens were studied. Of these, 13,201 (35.9%) were positive for one virus 

or more than one. Overall 13,630 respiratory viruses were identified: RSV (29.4%) was the most 

frequently detected, followed by FLUAV (28.7%) and AdV (14.7%). The other viruses were detected in a 

frequency under 10%: EV (9.3%), FLUBV (6.7%), hMPV (5.1%), RV (4.4%), PIV-3 (3%), PIV-1 (1.1%) and 

PIV-2 (<1%). A total of 428 co-detections were identified (3.2%). 

RSV, FLUAV, AdV, EV and PIV-3 were detected every year. The other respiratory viruses had a 

heterogeneous distribution throughout the years under study. Overall the highest number of positive 

detections was obtained during the winter months and the fewest in summer. Some viruses followed a 

seasonal distribution showing a pick in definite months: RSV from November to January, hMPV from 

February to May, FLUAV from December to March, FLUBV from January to March, and PIV-2 from 

September to December. The remaining respiratory viruses under study were detected throughout the 

year. Co-detections were mainly found from October to March every year. Noteworthily during the 

influenza pandemic (2009-2010), FLUAV corresponded to only 43% of all the respiratory viruses. 

Respiratory viruses were more frequently identified in children. Viral detection was obtained in 37.4%, 

51.2%, 50.8%, 42.7% and 32.2% of the samples from children under 6 months of age, under 1 year, 



between 1 and 3 years, between 3 and 5 years, and between 5 and 18 years, respectively. The average 

of positivity in adults was 15%. 

Regarding the sex of the patients, 56.1% and 43.9% of viral detections corresponded to samples from 

men and women, respectively. The ratio men:woman over 1 was found in all age groups but young 

adults (ranging from 18 to 40 years). 

To determine the contribution of NAATs to the diagnosis of respiratory viral infection, two molecular 

techniques were compared: Seeplex® based on the DPO™ system (Dual Priming Oligonucleotide) and 

CLART®, based on microarray technology. These techniques were also compared to conventional 

techniques (IF/CC). Eighty nasopharyngeal aspirates were collected from children under six years of age 

attended for acute respiratory illness. The main finding was that both NAATs used to detect respiratory 

viruses yielded different results. NAATs and IF/CC results also differed. The number of positive samples 

was 40, 62 and 37 for Seeplex®, CLART® and IF/CC, respectively. Seeplex® and CLART® detected 11 

and 57 viruses more than IF/CC, respectively. Considering those viruses detected only by PCR, about 

72% corresponded to RV, hMPV, HCoV-OC43, PIV-4, FLUCV, and HBoV. Co-detections were detected 

in 30 samples by NAATs whereas none was detected by IF/CC. The main challenge posed by molecular 

techniques in the diagnosis of respiratory virus infections is the difficulty in determining whether a virus 

detected is related to the current symptoms of the patient. 
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INTRODUCCIÓ 

Al món, les malalties infeccioses són les responsables de casi el 30% del total dels 56 milions de morts 

anuals. L'epidemiologia de les malalties infeccioses s'ocupa de les circumstàncies en què es produeixen 

tant la infecció com la malaltia en una població, i dels factors que influeixen en la seva freqüència, 

propagació i distribució 1. 

Les infeccions respiratòries són de les malalties més comuns que afecten als essers humans. En general, 

la gran majoria de les malalties respiratòries són causades per virus 1 i tenen una amplia distribució 

mundial 2. Aquestes infeccions poden donar lloc a diferents quadres clínics que van des del refredat 

comú, fins altres afectacions greus com la pneumònia, la bronquiolitis o la bronquitis. 

Conèixer l’etiologia d’aquestes infeccions resulta essencial de cara a establir tractaments i vies 

d’actuació per als sanitaris i la població general. 
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ELS VIRUS I LES INFECCIONS RESPIRATÒRIES 

Els virus són els paràsits intracel·lulars obligats més petits que es coneixen. Tots ells estan compostos 

d’un àcid nucleic i una capa de proteïnes, amb existència o no d’una lipoproteïna externa, així mateix 

no contenen enzims per desenvolupar el seu propi metabolisme, i per tant sempre necessiten d’una 

cèl·lula hoste per a multiplicar-se i seguir infectant. La partícula viral infectiva completa es denomina 

virió. La infecció es produeix quan degut a la unió entre el virus i un receptor específic, el virus s’adhereix 

a la cèl·lula i és capaç d’introduir-se al seu interior. Cada virus infecta un tipus cel·lular determinat 

depenent si està expressat el seu receptor o no. Un cop a l’interior cel·lular, els virus es repliquen, sent 

causa directa de dany cel·lular i malaltia. D’altra banda, poden ser les pròpies defenses de l'hoste les 

causants del dany cel·lular al intentar eliminar els virus. 

Els virus constitueixen un model de complexitat biològica. Han desenvolupat diferents formes i 

estratègies per perdurar a la natura. El mètode taxonòmic de classificació es basa en les característiques 

morfològiques, les propietats estructurals, físiques, antigèniques i biològiques del virió 3. 

Els virus també es poden agrupar segons les manifestacions clíniques que causen quan infecten a l’esser 

humà, com és el cas dels virus respiratoris. S’anomenen virus respiratoris aquells virus que després de 

la infecció, el quadre clínic es manifesta principalment al tracte respiratori. Els virus respiratoris afecten 

a tots el individus per igual, tant adults com a infants, però donen un quadre clínic diferent depenent 

del pacient i del seu estat immunitari. La infecció per aquests virus pot afectar tant al tracte respiratori 

superior com a l’inferior, pot ser subclínica o donar diferents quadres de malaltia, així com 

complicacions que requereixin ingrés hospitalari 4. 

Una de les principals característiques clíniques de les infeccions respiratòries virals és la inespecificitat 

dels símptomes, ja que un mateix quadre clínic pot estar causat per diferents virus, i un virus concret 

pot causar diferents síndromes respiratòries 4. Així mateix, el grau d’afectació en la infecció respiratòria 

vírica inclou un rang molt variat de manifestacions clíniques, i només es disposa de tractament antivíric 

específic per alguns virus 5. Els virus causants d’infecció respiratòria formen part de diferents famílies i 

gèneres, amb morfologia, mida i genoma diferent segons cada virus. Aquesta gran varietat de virus 

possibles causants d’infecció respiratòria implica també una diversitat en les tècniques amb millor 

rendiment per diagnosticar cada possible agent etiològic. Els principals virus causants d’infecció 

respiratòria es mostren a la taula 1. 
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Taula 1 

Classificació taxonòmica i nomenclatura dels principals virus respiratoris. 

Família Subfamília Gènere Espècie 

Orthomyxoviridae  

Influenzavirus A virus gripal A (FLUAV) 

Influenzavirus B virus gripal B (FLUBV) 

Influenzavirus C virus gripal C (FLUCV) 

Paramyxoviridae 

Paramyxovirinae 
Respirovirus virus parainfluença 1 i 3 (PIV-1, PIV-3) 

Rubulavirus virus parainfluença 2 i 4 (PIV-2, PIV-4) 

Pneumovirinae 
Pneumovirus virus respiratori sincicial (RSV) 

Metapneumovirus metapneumovirus (hMPV) 

Picornaviridae  Enterovirus 
enterovirus humà (EV) A, B, C i D 

rinovirus humà (RV) A, B i C 

Adenoviridae  Mastadenovirus adenovirus humà (AdV) A, B, C, D, E, F i G 

Parvoviridae Parvovirinae Bocaparvovirus bocaparvovirus de primat (HBoV) 1 i 2 

Coronaviridae Coronavirinae 

Alphacoronavirus 
coronavirus 229E (HCoV-229E) 

coronavirus NL63 (HCoV-NL63) 

Betacoronavirus 

coronavirus HUK1 (HCoV-HUK1) 

síndrome respiratòria aguda greu (SARS-CoV) 

coronavirus OC43 (HCoV-OC43)a 

síndrome respiratòria d’orient mig (MERS-CoV) 

a La designació actual del HCoV-OC43 segons el comitè de taxonomia vírica, ICTV, és com a betacoronavirus 1. 

MANIFESTACIONS CLÍNIQUES DE LES INFECCIONS DEL TRACTE 

RESPIRATORI 

Les infeccions del tracte respiratori formen el conjunt de malalties infeccioses més freqüents de l'ésser 

humà 6. La majoria d'aquests processos són d'etiologia viral, es resolen amb tractament simptomàtic, i 

no és necessari l'ús d'antibiòtics. No obstant, en nounats, ancians i pacients amb alguna malaltia de 

base (cardiopaties, broncopaties cròniques, immunodeficiències, etc.), aquestes infeccions es poden 

complicar, donant lloc a quadres de gravetat variable, i de vegades la mort. Així mateix, el caràcter 

recurrent d’aquestes infeccions, fa que es repeteixin múltiples vegades al llarg de la vida, generant un 

cost sanitari elevat, sobretot degut al tractament de les complicacions i a l’ús inadequat d'antibiòtics, 
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així com importants repercussions socioeconòmiques degut a les incapacitats laborals temporals que 

ocasionen 6. 

Infeccions del tracte respiratori superior 

La majoria de les infeccions respiratòries 

del tracte superior (ITRS) són de caràcter 

lleu i els pacients no solen necessitar 

d’ingrés hospitalari. Poden ser tant 

subclíniques com donar 

simptomatologia de refredat comú. La 

majoria no requereixen de tractament 

específic, no obstant, els 

analgèsics/antipirètics (per exemple, 

paracetamol) i, en alguns casos, els 

descongestionants nasals es solen 

utilitzar per la reducció de les molèsties 

i dels símptomes 5. 

En aquest treball hem considerat com 

pertanyents al tracte respiratori superior 

aquelles estructures anatòmiques 

situades per sobre de la glotis. A la 

figura 1 es mostren la divisió les 

estructures anatòmiques que hem considerat part del tracte respiratori superior. 

Els principals quadres clínics lligats a la infecció del tracte respiratori superior s’expliquen a continuació. 

Refredat comú. Es tracta d’una malaltia lleu, autolimitada i molt freqüent. És una de les principals 

causes d’absentisme laboral i escolar. L’etiologia és molt variada, però sobretot sol ser vírica. S’han 

identificat més de 200 agents causals diferents 7, 8. Com a quadre clínic, predominen la congestió nasal 

i la rinorrea, sense febre. Pot començar amb mal de gola, que seguidament s’acompanya per secrecions 

Figura 1 

Estructures anatòmiques que formen part del tracte 

respiratori superior. S’ha dividit mitjançant una línia de 

color vermell: les estructures anatòmiques per sobre de 

la línia formen el tracte respiratori superior, mentre que 

les estructures anatòmiques que es troben per sota de la 

línia formarien part del tracte respiratori inferior 
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nasals, esternuts i tos. No sol necessitar de diagnòstic etiològic tret de quan es fan estudis 

epidemiològics. 

Faringitis aguda. Afecta a la zona de la nasofaringe i/o orofaringe. Tot i que es tracta d’una malaltia 

de caràcter lleu i autolimitada, el seu impacte a la salut pública és molt important, ja que representa un 

motiu comú de consulta mèdica i prescripció antibiòtica. Pot estar causada tant per bacteris com és el 

cas del Streptococcus pyogenes com per virus, respiratoris. Els virus causen aproximadament el 40% dels 

casos 9. 

El quadre clínic causat pels diferents agents etiològics no presenta gairebé diferencies. El símptoma 

més característic és el mal de gola, que sol anar acompanyat de malestar general, conjuntivitis, tos o 

rinorrea. El diagnòstic és clínic i per conèixer l’agent etiològic és necessari la col·laboració del laboratori 

especialment si es vol confirmar la presència del Streptococcus pyogenes. 

Epiglotitis. Es tracta d’un procés infecciós greu que dona lloc a la inflamació de l'epiglotis i de les 

estructures que l’envolten. De caràcter agut, pot arribar a provocar asfíxia per obstrucció de les vies 

respiratòries. Els símptomes principals són febre, deglució dolorosa i afectació de l’estat general del 

malalt. L'etiologia sol ser bacteriana, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae i Moraxella 

catarrhalis, entre d’altres 10. El diagnòstic etiològic és important i necessari i el tractament antibiòtic 

imprescindible. 

Otitis mitjana aguda. Es tracta de la inflamació de l’oïda mitjana, i es caracteritza per la presència de 

líquid a l’oïda, juntament amb l'aparició de símptomes locals o generals d’inici ràpid, on el símptoma 

principal es una otàlgia aguda. És una malaltia molt freqüent en nens petits i de difícil diagnòstic 11. Fins 

fa poc l'etiologia es considerava principalment bacteriana (Haemophilus influenzae, Streptococcus 

pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus), tot i que es creia 

que era freqüent la coinfecció amb virus respiratoris. Estudis recents han reportat que els virus 

respiratoris poden ser els únics causants en un 58-90% dels casos simptomàtics i en un 28-52% de 

casos asimptomàtics 12. 

Es tracta d’una malaltia que sol aparèixer principalment lligada a un episodi de refredat comú o faringitis 

aguda. És un dels principals motius de consulta mèdica en l‘atenció primària, ja que segueix necessitant 

de prescripció antibiòtica. 
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Sinusitis. És la inflamació dels sins paranasals, que sol anar acompanyada de congestió nasal, dolor o 

pressió facial i rinorrea purulenta. És freqüent el mal de cap, la tos i la pèrdua parcial de l’olfacte. Es 

produeix a causa d’una obstrucció del flux de les secrecions dels sins, generalment de manera 

secundària a la inflamació de la mucosa nasal. Si l’obstrucció es manté, es pot produir una sobreinfecció 

bacteriana 13. 

En la seva etiologia intervenen totes les possibles causes d'inflamació de la mucosa, destacant sobretot 

els processos infecciosos vírics i els al·lèrgics. La sobreinfecció bacteriana es pot donar per Haemophilus 

influenzae, Streptococcus pneumoniae i Moraxella catarrhalis. El diagnòstic és clínic, en casos amb 

complicacions és necessari un diagnòstic radiològic i el tractament és antibiòtic. 

Infeccions del tracte respiratori inferior 

En aquest treball hem considerat com pertanyents al tracte respiratori inferior aquelles estructures 

anatòmiques situades per sota de la glotis. El tractament i l'atenció de la infecció del tracte respiratori 

inferior (ITRI) depenen de l'avaluació de la gravetat del pacient i s’adequa a cada cas en particular. Altres 

factors de risc i/o malaltia preexistent (com per exemple, malaltia pulmonar crònica o antecedents 

familiars) també influeixen en el maneig de la malaltia 5. Aquestes infeccions prenen especial 

importància en certs grups d’edats com és el cas dels nounats o persones de la tercera edat, així com 

pels grups de pacients amb la immunitat compromesa. Els principals quadres clínics lligats a la infecció 

del tracte respiratori inferior s’expliquen a continuació. 

Laringitis aguda. Es tracta de la inflamació de la mucosa de la laringe i de les cordes vocals. Els signes 

que causa són disfonia i tos irritativa i seca, sense febre. És una malaltia de curs lleu i autolimitada, de 

duració aproximada de 3 dies. Els agents etiològics més comuns són els virus respiratoris, tot i que en 

alguns casos pot estar causada per bactèries com Moraxella catarrhalis i Haemophilus influenzae, o per 

causes químiques, com el tabac o substancies químiques que inflamin la mucosa de la laringe 14. El 

diagnòstic és clínic i el tractament simptomàtic. 

Laringotraqueobronquitis aguda o crup. Es tracta d’una inflamació de l’espai subglòtic causada per 

una obstrucció aguda de la laringe o de la tràquea. Afecta normalment als nens i produeix un quadre 

característic d’estridor inspiratòria, tos i ronquera que habitualment comença durant la nit i de forma 

brusca. Sol seguir a un refredat i l'etiologia és habitualment vírica 14. El diagnòstic es basa en el quadre 
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clínic i s’ha de diferenciar d’altres processos d’obstrucció del tracte respiratori superior com l’epiglotitis 

causada per bacteris. 

Bronquitis aguda. Es caracteritza per la inflamació de la mucosa bronquial, i s’ha de diferenciar de la 

bronquitis crònica i la pneumònia. Es considera que una bronquitis és aguda quan té menys de 90 dies 

de durada 15. En nens i adults prèviament sans, l'etiologia vírica és la més freqüent. Si es produeixen 

complicacions, poden estar associades a la sobreinfecció bacteriana, sobretot en pacients amb alguna 

patologia de base. Els signes principals són la tos ronca i l'expectoració. Depenent del grau de la lesió 

epitelial, la duració de la malaltia es pot allargar diverses setmanes, entre 6 i 8 16. 

Bronquitis crònica. Es defineix com la malaltia que causa tos i expectoració la majoria de dies durant 

més de 3 mesos l’any i durant més de dos anys consecutius 16. Les causes més comuns són químiques, 

com el tabac, i es troba inclosa dins de l’afectació coneguda com malaltia pulmonar obstructiva crònica 

(MPOC). Aquesta malaltia crònica cursa amb episodis d’agudització. En aquests casos, tot i que són més 

freqüents les causes no infeccioses o les causes bacterianes, aproximadament el 30% estan causades 

per virus respiratoris 17. 

Bronquiolitis. Es tracta d’una malaltia infecciosa aguda que afecta les vies respiratòries inferiors, 

causant l'obstrucció dels bronquíols. Ocorre preferentment en nens menors de 2 anys, on la incidència 

és màxima entre els 3 i els 6 mesos d'edat. És la causa més comú d’hospitalització de nadons en els 

països desenvolupats 7. La malaltia es pot presentar amb tos, vòmits, dificultat respiratòria, sibilàncies, 

retracció de músculs intercostals i dificultat per a la respiració i l'alimentació. L'agent etiològic més 

freqüent és el RSV, el qual es troba en més del 80% dels nens menors de 2 anys amb bronquiolitis. Els 

altres virus respiratoris són menys freqüents i s’han descrit casos causats per bactèries com Mycoplasma 

pneumoniae i Chlamydophila pneumoniae 18. 

Pneumònia. Es tracta d’una inflamació pulmonar aguda, sense participació bronquial, caracteritzada 

per l'ocupació dels alvèols per un exsudat que es consolida i dóna al pulmó una consistència semblant 

a la del fetge (hepatització). L’etiologia és variable segons l'edat del pacient, el lloc d'adquisició de la 

malaltia (comunitat, hospital), i la presència d'una malaltia de base com la diabetis o la bronquitis 

crònica, entre d’altres. En nens són més freqüents les infeccions per virus respiratoris i per Streptococcus 

pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae i Haemophilus influenzae. En adults, la majoria de casos són 
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originats per Streptococcus pneumoniae i per Mycoplasma pneumoniae. En el cas dels pacients 

immunodeprimits, a més dels agents ja anomenats, el citomegalovirus en pot ser també una causa 19. 

Els símptomes són variats depenent de l’etiologia de la pneumònia. La pneumònia causada per virus 

respiratoris es considera pneumònia atípica i es caracteritza per tos seca o escassament productiva, 

absència de dolor pleurític, predomini de les manifestacions extrapulmonars (mal de cap, miàlgies, etc.), 

condensació radiològica que habitualment és de tipus no lobular i s’observa una dissociació clínic-

radiològica. 

La grip 

La grip és una malaltia infecciosa aguda de les vies respiratòries, que pot afectar tant al tracte superior 

com al tracte inferior. La grip és un important problema de salut, tant per els costos econòmics i socials 

que origina com per les complicacions que pot ocasionar, i la mortalitat que pot provocar directament 

o indirectament. La proporció de població afectada durant les epidèmies anuals a nivell mundial oscil·la 

entre el 5 i 10% en adults, i del 20% a 30% en nens. Aquesta malaltia pot ser causa d'hospitalització i 

mort sobretot en els grups d'alt risc (nens molt petits, ancians i malalts crònics). Aquestes epidèmies 

anuals causen a tot el món uns 3 a 5 milions de casos de malaltia greu i unes 250.000 a 500.000 morts 

20. 

El quadre clínic es caracteritza per un inici brusc, amb un període d’incubació breu, entre 24 i 72 hores. 

Pot ser causat per diferents virus respiratoris. El quadre gripal comença amb una sensació distèrmica 

elevada i calfreds. Les principals manifestacions són febre generalment alta (entre 38 i 39,5ºC), fins i tot 

es poden produir pics febrils de 40-41ºC, mal de cap, malestar general i símptomes respiratoris. Sol 

causar també anorèxia i fortes miàlgies que afecten sobretot a les extremitats. Si existeix tos, sol ser no 

productiva, pot haver-hi congestió nasal i en alguns casos afonia. La malaltia dura entre 1 i 8 dies, tot i 

que l’astènia i la tos poden persistir de una a dues setmanes després d’haver patit la malaltia 21. 
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VIRUS RESPIRATORIS 

A continuació es detallen els principals virus causant d’infecció respiratòria. S’ha seguit un enfocament 

taxonòmic basat en l'esquema del 2014 del Comitè Internacional de Taxonomia del Virus (ICTV) 22. 

L’ICTV utilitza la categoria "família", "gènere" i "espècie". Segons l’ICTV, "una espècie de virus es defineix 

com una classe politètica de virus que constitueix un llinatge replicable i ocupen un nínxol ecològic 

particular". Dins d'una espècie pot haver un o més membres que, depenent de com es defineixen, es 

coneixen com a variants, soques, tipus, serotips, etc. 

Utilitzarem el nom informal dels virus al títol, seguit d’una descripció de les seves característiques i dels 

quadres clínics que causen. Els virus recentment descoberts s’inclouen agrupats en un apartat comú, ja 

que la seva relació amb la malaltia respiratòria encara s’està investigant. 

VIRUS GRIPAL A 

Generalitats 

Els virus gripals A (FLUAV) pertanyen a la família Orthomyxoviridae, gènere Influenzavirus A (veure taula 

1). El reservori natural dels FLUAV són les aus aquàtiques salvatges, tot i que també poden infectar una 

gran varietat d’hostes, com són altres aus domèstiques, porcs, cavalls, mamífers marins (foques), visons 

i humans. En humans són causants d’infecció respiratòria aguda, i de la malaltia coneguda com a grip. 

Les infeccions causades per aquests virus provoquen un gran absentisme laboral i escolar, i representen 

un problema de salut pública degut al gran nombre de consultes mèdiques, recursos i hospitalitzacions 

en tots els grups d’edat 23. Aquests virus poden ser causants d’infeccions en forma de brots epidèmics 

resultants de la circulació de les soques estacionals, o poden causar pandèmies, resultants de l’aparició 

d’un nou virus per al qual la població posseeix poca o cap immunitat 21. 

Antecedents històrics 

Gairebé al llarg de tota la història s’han descrit malalties similars a la grip, no obstant el primer registre 

complet data del segle XVI. Les diferents pandèmies causades pel FLUAV registrades, daten des del 

1918. Per tal d’entendre completament les pandèmies, és necessari disposar del virus que l’ha causat, 
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un fet que no va ocórrer fins l’any 1957. El virus pandèmic de l’any 1918 es va reconstruir utilitzant una 

aproximació “arqueo-virològica”. Els subtipus o la composició genètica dels virus pandèmics circulants 

abans d’aquest any encara es desconeixen 24. Tots els virus pandèmics des de l’any 1918 contenen 

segments de gens derivats del virus d’aquest any, i per tant es pot considerar que els últims 90 anys 

formen part d’una gran “era pandèmica” 24. 

El primer virus gripal es va aïllar dels pollastres a partir de la pesta aviària al 1901. L’any 1918 una gran 

pandèmia de grip coneguda com “grip espanyola”, causada per un FLUAV amb composició antigènica 

H1N1, va arribar a causar més de 50 milions de morts a nivell mundial. L’any 1931 es va aïllar un virus 

gripal porcí, i finalment, l’any 1933, es va aïllar el primer virus gripal humà. Poc després es van iniciar les 

investigacions per desenvolupar una vacuna contra la grip. La següent pandèmia de grip registrada va 

sorgir l’any 1957, causada per un descendent lineal del virus pandèmic del 1918, la nova soca de FLUAV 

presentava una composició antigènica H2N2 i va causar més d’un milió de morts a nivell mundial. 

Aquest any es va poder recuperar per primera vegada un virus pandèmic. La següent pandèmia es va 

registrar l’any 1968 causada per una soca amb composició antigènica H3N2. L’any 1977, es va registrar 

una pandèmia causada novament per una soca H1N1, i aquesta vegada a diferencia de les anteriors la 

soca que circulava fins aquell moment no va desaparèixer i per tant des de 1977 hi ha co-circulació de 

dues soques de FLUAV. 

Finalment, l’última pandèmia de grip registrada va ser la pandèmia de l’any 2009 causada per la 

circulació d’una soca amb composició antigènica H1N1 completament diferent a la que circulava fins 

llavors. Les diferents pandèmies de grip registrades i els diferents virus causants es mostren a la figura 

2 24. 

Estructura vírica 

Es tracta de virus embolcallats i pleomòrfics, on els virions són generalment esfèrics, tot i que també 

poden ser filamentosos, amb un diàmetre aproximat de 80-120 nm. L’embolcall del virus prové de la 

membrana plasmàtica de la cèl·lula hoste. El genoma és RNA de cadena senzilla amb polaritat negativa 

i fragmentat en 8 segments. Els 8 segments del genoma codifiquen 12-14 proteïnes depenent de la 

soca 25, 26. La mida dels segments varia entre 890 fins a 2.341 nucleòtids. La mida total del genoma és 

d’aproximadament 13,5 kilobases. 
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De l’embolcall lipídic li sobresurten dos tipus diferents de glicoproteïnes, l’hemaglutinina (HA) i la 

neuraminidasa (NA). L’HA és un trímer responsable del reconeixement i unió als receptors cel·lulars i 

intervé en la fusió i penetració del virus a dins la cèl·lula. Constitueix el 40% de les proteïnes del virus. 

Cada virió conte entre 350 i 400 unitats d’aquesta proteïna, és per això que es tracta d’un dels principals 

antígens del virus. Els anticossos produïts front aquesta proteïna tenen funció neutralitzant. 

La NA és un tetràmer que participa en el transport del virus a través de la mucina present en el tracte 

respiratori, ja que hidrolitza els polisacàrids dels inhibidors presents a la mucosa 27, 28, permetent 

l'arribada del virus a la superfície de les cèl·lules epitelials del tracte respiratori. També és l’encarregada 

de l’alliberació dels virions, ja que destrueix el receptor mitjançant una activitat sialidasa per afavorir la 

disseminació de les partícules virals. Constitueix el 5% de les proteïnes totals del virus, i la proporció és 

d’una NA per cada 7 o 8 HA a la superfície del virió. Els anticossos produïts front aquesta proteïna són 

parcialment neutralitzants (veure figura 3). 

Els FLUAV són un conjunt de virus que es classifiquen en base a les propietats antigèniques de les HA i 

NA. Actualment, s’han trobat 17 HA i 10 subtipus de NA a la natura 29. Tots els subtipus d'HA dels FLUAV 

es troben a les aus, tres subtipus en els éssers humans (H1, H2, H3), dos en els porcs (H1, H3), i dos en 

els cavalls (H3, H7) 30. La nomenclatura tradicional dels virus gripals A inclou, l’animal del que s’ha aïllat 

el virus, excepte quan és del home; el lloc geogràfic; l’ordre d’aïllament; l’any i la HA i NA que conté. 

Exemple: A/swine/California/04/2009 H1N1. 

El genoma del FLUAV codifica també 

diferents proteïnes internes, com la 

proteïna de membrana M1 que rodeja la 

nucleocàpsida i està lligada a l’embolcall i la 

proteïna de membrana M2, que actua com 

un canal iònic. Estudis recents han trobat 

una nova proteïna viral la M42 amb un 

ectodomini antigènic diferent a la M2 que 

també actuaria com a canal iònic en algunes 

soques del FLUAV 26. 
Figura 3 

Estructura dels virions del virus gripal A. Adaptat de 

Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/) 
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També codifica la nucleoproteïna (NP) que rodeja al genoma, i el complex de polimerases PA, PB1 i 

PB2, les quals estan implicades en la transcripció del RNA missatger i en la replicació del RNA viral. En 

algunes soques s’ha trobat també una altra proteïna anomenada PB1-F2, implicada en la inducció de 

mort cel·lular 25 (veure figura 3). 

Finalment, codifica dues proteïnes no estructurals, la proteïna NS1 i la proteïna nuclear d’exportació 

(NEP), també anomenada NS2. Ambdues proteïnes estan codificades al mateix gen, però el producte 

principal, la proteïna no estructural NS1, es tradueix a partir d’un RNAm complet, mentre que la NS2 és 

traduïda d'un RNAm spliced (tall-unió). La NS1 té varies funcions, una d'elles és unir-se al dsRNA víric 

per evitar que sigui reconegut pel sistema immune de l'hoste 31. La NS2 facilita la sortida de les 

ribonucleoproteïnes víriques des del nucli de les cèl·lules infectades al citoplasma 32 (veure figura 3). 

La infecció s’inicia pel reconeixement per part del virus dels receptors de l’àcid siàlic presents en la 

superfície cel·lular de l’epiteli traqueobronquial, per mitjà de l’HA. Prèviament la NA afavoreix la 

infectivitat del virus permetent el seu transport a través de la mucina del tracte respiratori, ja que trenca 

aquesta mucina i permet la penetració del virus 27. Els virus entren dins la cèl·lula per endocitosi, i un 

cop a l’interior la M2 és l’encarregada de la decapsidació del virus iniciant així el cicle de replicació i 

posterior propagació. La replicació vírica es dona a l’interior del nucli cel·lular i la síntesis de les proteïnes 

al citoplasma. Finalment els virions s’alliberen per acció de la NA 33. 

Epidemiologia 

En les aus aquàtiques salvatges es troben tots els FLUAV. Els FLUAV que infecten l’home són de 

distribució universal i circulen amb una estacionalitat marcada. En general els FLUAV causen epidèmies 

anuals que generalment duren de tres a vuit setmanes. Les epidèmies es produeixen gairebé tots els 

anys, en països amb climes temperats, els casos es donen sobretot durant l’època d’hivern. En països 

amb clima tropical, els casos d’infeccions es donen principalment durant l’època de pluges i les 

estacions més humides (de maig a setembre) 21. D’altra banda, són virus capaços de causar pandèmies 

que poden donar lloc a infeccions fora dels mesos epidèmics. 

Els virus gripals canvien constantment, donant lloc a la formació de noves soques capaces de causar la 

infecció en l’esser humà. Una de les formes de canvi és la “deriva antigènica” (canvis antigènics menors) 

causada per mutacions en les regions del genoma que codifica les HA i/o NA, i que comporta variacions 
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antigèniques. Aquests canvis fan que les noves soques presentin petites diferències antigèniques 

respecte a les anteriors, i per tant no són reconegudes completament pel sistema immune donant lloc 

a les epidèmies anuals i fins i tot, fent possible la infecció repetida en una mateixa temporada epidèmica. 

Aquesta és la raó per la qual la composició de la vacuna de la grip es revisa cada any per adaptar-la al 

virus que circula. 

L’altre forma de canvi coneguda és el “salt antigènic” (canvis antigènics majors), derivat de la 

recombinació de gens entre dos virus gripals diferents. La co-infecció d'una cèl·lula hoste amb dos 

FLUAV diferents pot originar una progènie viral on el genoma contingui segments dels dos virus 

“parentals”, donant lloc a nous subtipus del virus amb diferent HA i/o NA. Aquesta situació també es 

pot donar entre un FLUAV animal i un d’humà. Aquests canvis conformen noves soques que no són 

reconegudes pel sistema immune i són l’origen de les pandèmies 34. A la taula 2 es mostra les dues 

formes en les que es produeix la circulació dels virus gripals. 

Taula 2 

Característiques diferencials entre una pandèmia i una epidèmia per virus gripal A. 

TIPUS CAUSES 
ESTAT IMMUNITARI DE LA 

POBLACIÓ 
RESULTATS 

Pandèmia de 

FLUAV 

"Salt antigènic” 

resultat de 

l’aparició d'un nou 

subtipus o d’un 

reciclat dels FLUAV 

Immunitat parcial en ancians 

si s'ha produït d’una soca 

"reciclada", i poca o cap 

immunitat si prové d’una 

soca nova 

En general, altes taxes d'atac, 

amb altes taxes de morbiditat i 

mortalitat a tot el món, 

especialment durant la primera 

fins la tercera onada de la 

infecció 

Epidèmia de 

FLUAV 

"Deriva antigènica” 

de les soques 

existents de FLUAV 

Reacció creuada amb els 

anticossos de gran part de la 

població induïda per variants 

antigèniques recents; poca o 

cap immunitat en nadons 

Taxes d'atac variable, es donen 

infeccions esporàdiques, brots o 

epidèmies amb morbiditat i 

mortalitat variable. Els nens 

petits són especialment 

vulnerables 

Adaptada de Nicholson 21. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

En els essers humans i mamífers en general, la transmissió principal és per via aèria mitjançant aerosols 

i per contacte amb superfícies contaminades i autoinoculació. En humans, la infecció afecta al tracte 

respiratori, normalment superior. La proteïna HA dels virus gripals reconeix els receptors de l’àcid siàlic 
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present a les cèl·lules de la mucosa del tracte respiratori, amb una unió específica amb la configuració 

alfa-2,6-àcid siàlic permetent que s’iniciï el cicle infectiu. Aquests receptors amb enllaços alfa-2,6-àcid 

siàlic predominen a les cèl·lules epitelials de la tràquea dels humans 35. 

Entre les aus la transmissió és per via fecal-oral i a través de l’aigua contaminada. En casos excepcionals 

alguns virus gripals aviaris poden transmetre’s a l’home a partir d’un contacte molt estret amb els 

animals. En els casos en que s’ha produït contagi entre les aus i els humans, es creu que ha estat per la 

unió dels virus a un receptor diferent, amb enllaços alfa-2,3-àcid siàlic, propi de l’epiteli intestinal dels 

ànecs, i que també està present a les cèl·lules epitelials dels alvèols humans, fent possible el contagi 

entre espècies 35. 

Clínica i simptomatologia 

Els FLUAV són causants d’infecció respiratòria, amb una gran diversitat de manifestacions clíniques 

essent la grip el quadre clínic més reconegut. La malaltia és autolimitada i els pacients 

immunocompetents tarden generalment de 7 a 10 dies a curar-se totalment, tot i que la tos pot persistir 

durant més de dues setmanes. En pacients immunodeprimits i especialment en nens poden presentar-

se complicacions greus. 

Les complicacions més freqüents són sinusitis, otitis mitjana, nàusees i vòmits, especialment en nens. 

També es poden donar complicacions de caràcter més greu com bronquitis aguda, pneumònia o 

exacerbacions de malalties pulmonars cròniques 36. S’han realitzat estudis comparatius entre les 

manifestacions clíniques causades pels virus gripals, i tot i que no s’han observat diferencies 

remarcables, si s’ha vist que en les infeccions causades per FLUAV, els pacients són més propensos a 

tenir rinorrea 37, 38. 

Altres virus gripals A 

Virus gripals aviaris: No tots els virus gripals aviaris causen malalties en els éssers humans. No obstant 

això, alguns poden infectar els humans i causar malaltia greu. Els dos virus gripals aviaris més coneguts 

són els FLUAV H5N1 i els FLUAV H7N9 que circulen en les aus de corral 39. 

Els primers casos d’infecció per FLUAV H5N1 en humans es van detectar a mitjans de 1997 a Hong-

Kong. Fins llavors, es considerava un subtipus patogen exclusiu d'aus. Aquests casos es van produir en 
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nens i adults joves amb un contacte estret i continuat amb poblacions d'aus de corral infectades. Es va 

dur a terme un sacrifici massiu d’aus per evitar la seva propagació. No obstant, el virus va tornar a 

reaparèixer en anys posteriors de manera aïllada en diferents tipus d’aus, fins que a l’agost de 2003, va 

ressorgir a l’Àsia i es va mantenir l’epidèmia de grip aviària fins febrer del 2006 40. Segons l’Organització 

Mundial de la Salut (OMS) la mortalitat humana causada pel FLUAV H5N1 pot arribar fins al 60% dels 

casos infectats 41. 

El FLUAV H7N9 es va detectar per primera vegada l’any 2013 tant en humans com en aus de corral. 

L’OMS va informar d’infeccions humanes causades per un nou virus gripal aviari A (H7N9) a la Xina. La 

majoria dels humans infectats per aquest virus han patit una malaltia respiratòria greu i en alguns casos 

ha causat la mort. Les investigacions sobre aquests virus han demostrat que la infecció s’ha donat 

després de tenir contacte amb aus de corral infectades o ambients contaminats. Actualment no s'ha 

trobat evidència de sostinguda expansió del virus H7N9 de persona a persona 42. 

Virus gripal A H1N1 pdm09. A l'abril de 2009, l'OMS va informar d'un nou virus de la grip A, causant 

de grip en humans a Mèxic i que es va estendre a 30 països en només tres setmanes. Aquesta ràpida 

expansió del nou virus va portar a la situació d'alerta pandèmica, i l’OMS va decretar el període 

pandèmic des d’abril del 2009 fins maig del 2010. L’anàlisi filogenètica de la nova soca pandèmica, va 

revelar un quàdruple origen, ja que contenia gens derivats del virus humà, del virus aviar, del virus porcí 

clàssic i del virus porcí euroasiàtic (veure figura 2) 23. 

En la majoria dels casos la infecció cursava com una infecció respiratòria autolimitada, no obstant també 

es podien donar complicacions greus. La malaltia es manifestava preferentment en adults joves i nens. 

Els casos més greus es van registrar en persones amb alguna malaltia de base prèvia a la infecció pel 

virus 43. 

La nomenclatura d’aquest virus és diferent a la resta de virus gripals degut a la controvèrsia causada 

quan es va detectar ja que en aquell moment ja estava circulant un FLUAV H1N1 diferent. L’OMS va 

estandarditzar la nomenclatura d’aquest virus i el va anomenar FLUAV H1N1 pdm09. Actualment, el 

FLUAV H1N1 pdm09 s’ha convertit en un virus estacional d’humans. 
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Diagnòstic 

El diagnòstic de la infecció per virus gripals es fa mitjançant la detecció del virus. Inicialment es realitzava 

l’aïllament del virus en ous de gallina embrionats. No obstant, és un sistema car i laboriós de mantenir 

que ha estat substituït pel cultiu cel·lular. Amb aquest sistema, l’aïllament dels virus gripals es produeix 

principalment en les línies cel·lulars MDCK i PMK en tubs convencionals o en shell-vial. També s’han 

utilitzat co-cultius de diferents línies cel·lulars 44. 

Els mètodes de detecció d’antigen, tals com la immunofluorescència o la immunocromatografia, 

s’utilitzen àmpliament per la detecció ràpida del virus gripals. 

Actualment existeixen diferents tipus de PCR amb capacitat per detectar múltiples virus respiratoris i de 

tipificar diferents soques de virus gripals 45. 

Profilaxis i tractament 

La vacunació és la mesura principal per la prevenció de les complicacions degudes a la infecció pels 

virus gripals i per mitigar l’impacte de les epidèmies i pandèmies. La vacuna antigripal es formula cada 

any a partir de les principals soques circulants. Aquesta vacuna és trivalent, i conté els dos subtipus 

principals circulants de FLUAV i el llinatge principal circulant del FLUBV 37. La vacuna es recomana 

sobretot per persones de la tercera edat, dones embarassades, persones amb qualsevol malaltia causant 

d’immunosupressió, i a les persones o grups que poden transmetre la grip i per tant suposen un risc, 

com són els professionals de la salut, treballadors en institucions i persones que realitzen serveis 

essencials per la comunitat. 

Pel que fa al tractament, existeixen diferents antivirals contra les infeccions per FLUAV. Un dels grups 

d’antivirals més utilitzats són els aminoadamantans, inhibidors de la proteïna M2, en especial 

l’amantadina i rimantadina. No obstant, l’elevat nombre de casos de FLUAV que han desenvolupat 

resistència, en especial el virus FLUAV H1N1 pdm09 i el virus estacional FLUAV H3N2, han fet que es 

reduís el seu ús com a tractament i profilaxis. Actualment el grup d’antivirals més utilitzats són els 

inhibidors de la neuraminidasa, com per exemple el zanamivir (Relenza®) inhalable, l’oseltamivir 

(Tamiflu®) oral i el peramivir (Rapivab®) administrable per via intravenosa. Aquests són els antivirals 
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front els virus gripals d’ús recomanat 36. En fase experimental s’està utilitzant el favipiravir, que inhibeix 

la RNA polimerasa RNA-depenent. 

VIRUS GRIPAL B 

Generalitats 

Els virus gripals B (FLUBV) pertanyen a la família Orthomyxoviridae, gènere Influenzavirus B (veure taula 

1). Són una causa important d’infecció respiratòria aguda i es caracteritzen per causar epidèmies arreu 

del món. 

Les infeccions per FLUBV es limiten gairebé exclusivament als éssers humans, tot i que s’han reportat 

algunes infeccions esporàdiques en animals salvatges, especialment en foques 36. No es coneix que es 

produeixi recombinació de material genètic entre les diferents soques. 

Antecedents històrics 

Els FLUBV es van aïllar per primera vegada al 1940 de mostres pediàtriques. Les soques que es van 

identificar es van anomenar llinatge Victoria (B/Victoria/2/87). No obstant a partir de la dècada de 1980, 

van aparèixer unes noves soques de FLUBV, antigènicament diferents de les conegudes fins aleshores. 

Aquest segon llinatge, es va anomenar Yamagata (B/Yamagata/16/88), i durant la dècada dels 90 van 

reemplaçar als virus del llinatge Victòria a la majoria de regions del món, excepte a l'Àsia oriental, on el 

llinatge Victòria va continuar circulant. 

Finalment, a partir de l’any 2002 els virus del llinatge Victòria van ressorgir a Amèrica del Nord i Europa, 

i des d’aleshores els dos llinatges co-circulen a tot el món 37, 46. 

Estructura vírica 

Són virus pleomòrfics, els virions són generalment esfèrics, però també poden ser filamentosos. Es 

tracta de virus embolcallats d’un diàmetre aproximat de 80-120 nm. L’embolcall lipídic prové de la 

membrana plasmàtica de la cèl·lula hoste El genoma és RNA monocatenari de polaritat negativa i 

fragmentat en 8 segments. La mida total del genoma és d’aproximadament 13,5 kilobases. El genoma 
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codifica 11 proteïnes. Les més importants antigènicament parlant són les glicoproteïnes hemaglutinina 

(HA) i neuraminidasa (NA) (veure figura 4). 

L’HA és responsable del reconeixement i unió als receptors cel·lulars i intervé en la fusió i penetració 

del virus a dins la cèl·lula, mentre que la NA participa en el transport del virus a través de la mucina del 

tracte respiratori i té acció sobre l’alliberació del virus 27, 28. 

El genoma també codifica diferents proteïnes internes, com la proteïna de membrana M1 que rodeja 

la nucleocàpsida, les proteïnes de membrana BM2 i NB que formen canals proteics, la nucleoproteïna 

NP, el complex de polimerases PA, PB1 i PB2, que estan implicades en la transcripció i replicació del 

RNA viral (veure figura 4). 

Finalment, codifica dues proteïnes no estructurals, la proteïna NS1 i la proteïna nuclear d’exportació 

(NEP), també anomenada NS2. Ambdues proteïnes estan codificades al mateix gen, però el producte 

principal, la proteïna no estructural NS1, es tradueix a partir d’un RNAm complet, mentre que la NS2 és 

traduïda d'un RNAm spliced (tall-unió). La NS1 té varies funcions, una d'elles és unir-se al dsRNA víric 

per evitar que sigui reconegut pel sistema immune de l'hoste 31. La NS2 facilita la sortida de les 

ribonucleoproteïnes víriques des del nucli de les cèl·lules infectades al citoplasma 32 (veure figura 4). 

La infecció s’inicia pel reconeixement per 

part del virus dels receptors de l’àcid siàlic 

de les cèl·lules de l’epiteli traqueobronquial, 

el mateix que els virus gripals A, en la 

superfície cel·lular i la unió de l’HA. Els virus 

entren dins la cèl·lula per endocitosi, i un 

cop alliberats inicien el cicle de replicació i 

posterior propagació. Finalment, la NA 

destrueix les unions siàliques dels receptors 

i allibera el virions per afavorir la seva 

disseminació i expansió a altres cèl·lules. 

Les mutacions en el gen que codifica l’HA 

són les responsables dels dos llinatges principals diferents, representats per les soques Victoria i 

Canal iònic BM2 

Figura 4 

Estructura dels virions del virus gripal B. Adaptat de 

Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/) 
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Yamagata 47. Els dos llinatges actuals contenen la NA del llinatge Yamagata, suggerint que la taxa de 

mutació de la NA és menor 38. 

Epidemiologia 

Els FLUBV tenen una distribució universal i causen epidèmies generalment als mesos d’hivern 37. La 

freqüència de casos de FLUBV és variable segons els anys. Els estudis epidemiològics recents han 

demostrat que el FLUBV contribueix a una major càrrega mundial d’infeccions del que es creia 

inicialment. En les temporades epidèmiques, co-circulen dels dos llinatges arreu del món 38. 

Poden infectar a tots els grups d’edat, no obstant s’ha trobat que la morbiditat és més gran en nens, 

sobretot en edat escolar i en persones de la tercera edat 48. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

La principal via de propagació del virus és la via aèria, especialment per aerosols, tot i que també es pot 

transmetre per contacte amb superfícies contaminades i autoinoculació 48. 

Clínica i simptomatologia 

Els FLUBV són causants d’infecció respiratòria. S’han realitzat estudis comparatius entre les 

manifestacions clíniques causades pels virus gripals, i tot i que no s’han observat diferencies 

remarcables, si s’ha vist que en les infeccions causades per FLUBV, els pacients són més propensos a 

tenir miàlgia, mal de coll o ronquera i que per contra solen tenir menys rinorrea que els infectats per 

FLUAV 37, 38. 

Les complicacions de la infecció per FLUBV poden ser lesions del miocardi, les quals s'observen en 

gairebé el 70% dels casos mortals i altres com són la encefalitis, símptomes gastrointestinals, o la 

miositis 38. 

Diagnòstic 

El diagnòstic dels virus gripals es pot fer mitjançant l'aïllament viral en cultius cel·lulars. La línia cel·lular 

MDCK és la més idònia per al seu aïllament i la seva multiplicació. Els mètodes de detecció d’antigen, 

tals com la immunofluorescència o la immunocromatografia, s’utilitzen àmpliament per la detecció 
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ràpida del virus gripals 44. Actualment existeixen diferents tipus de PCR amb capacitat per detectar 

panells de virus respiratoris i de tipificar diferents soques de virus gripals 45. 

Profilaxis i tractament 

La vacunació és el mitjà principal per a la prevenció de les complicacions degudes a la infecció pels 

virus gripals i per reduir l'impacte de les epidèmies. El FLUBV està inclòs dintre de la vacuna trivalent 

que es formula cada any. La tria de la soca que formarà part de la vacuna es correspon normalment al 

FLUBV que circula principalment. No obstant, actualment està disponible des de la tardor de 2013 als 

Estats Units, una vacuna tetravalent, és a dir amb dues soques del FLUBV, una de cada llinatge, que 

podria ajudar a reduir la malaltia per FLUBV. Aquesta vacuna encara no està disponible a Europa 49. 

Pel que fa al tractament, els FLUBV són resistents a l’amantadina i la rimantadina, degut a que la proteïna 

BM2 ofereix una resistència estructural a aquests antivírics, impedint-ne la unió al canal iònic 38. Per 

contra els inhibidors de la NA: zanamivir, l’oseltamivir (Tamiflu®) i peramivir si són antivirals recomanats 

per al tractament o la quimioprofilaxis de la infecció per FLUBV. En el cas del favipiravir, s’ha estudiat 

com a possible antiviral també contra els FLUBV, ja que inhibeix la RNA polimerasa RNA-depenent 50. 

VIRUS GRIPAL C 

Generalitats 

Els virus gripals C pertanyen a la família Orthomyxoviridae, gènere Influenzavirus C (veure taula 1). El 

virus gripals C tenen com a hoste únic els essers humans i causen infecció respiratòria, tant en el tracte 

superior com en l’inferior 51. 

Antecedents històrics 

El FLUCV es va aïllar per primera vegada al 1947, en un estudi realitzat amb mostres de pacients que 

presentaven símptomes d’infecció respiratòria 52. No va ser fins al 1950 quan es va descriure com un 

nou virus gripal 53. No obstant, tot i que han passat gairebé 60 anys des de que va ser aïllat per primera 

vegada, hi ha pocs estudis sobre les característiques clíniques de la infecció, en comparació amb la resta 

de virus gripals, segurament per les dificultats per aïllar-los 54. 
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Estructura vírica 

Es tracta de virus embolcallats, generalment esfèrics tot i que també poden ser filamentosos. Els virions 

tenen una mida aproximada de 80-120 nm de diàmetre. El genoma és RNA monocatenari, de polaritat 

negativa i segmentat en 7 fragments. El genoma té una mida total d’aproximadament 10 kilobases i 

codifica 9 proteïnes. L’embolcall prové de la membrana de la cèl·lula hoste, del qual li sobresurten 

espícules d’una glicoproteïna, la 

hemaglutinina-esterasa de fusió HEF. La 

proteïna HEF té tres funcions principals: 

reconèixer el receptor cel·lular, intervenir 

en la fusió viral, i destruir el receptor per 

alliberar els virions 55 (veure figura 5). 

El genoma codifica també diferents 

proteïnes internes: la proteïna de 

membrana M1, la proteïna CM2 que forma 

canals proteics, la nucleoproteïna NP, el 

complex de polimerases PA, PB1 i PB2, 

implicades en la transcripció del RNA 

missatger i en la replicació del RNA viral. Finalment, codifica dues proteïnes no estructurals, la NS1 i la 

proteïna nuclear d’exportació (NEP), també anomenada NS2. Ambdues proteïnes estan codificades al 

mateix gen, però el producte principal, la proteïna no estructural NS1, es tradueix a partir d’un RNAm 

complet, mentre que la NS2 és traduïda d'un RNAm spliced (tall-unió). La NS1 té varies funcions, una 

d'elles és unir-se al dsRNA víric per evitar que sigui reconegut pel sistema immune de l'hoste 31. La NS2 

facilita la sortida de les ribonucleoproteïnes víriques des del nucli de les cèl·lules infectades al 

citoplasma 32 (veure figura 5). 

La infecció pel virus comença amb la unió del virus als receptors de la cèl·lula hoste mitjançant la HEF. 

Aquesta glicoproteïna reconeix l’àcid siàlic de les cèl·lules epitelials traqueobronquials i s’uneix al 

receptor de l’àcid 9-O-acetil-N-acetilneuraminic (Neu5,9Ac2), receptor diferent del que utilitzen la resta 

de virus gripals 55. El virus entra dins la cèl·lula per endocitosis i inicia la replicació i posterior 

disseminació. 

Figura 5 

Estructura dels virions del virus gripal C. Adaptat de 

Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/) 
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Epidemiologia 

Els estudis epidemiològics que s’han realitzat demostren que el FLUCV té una distribució universal i 

habitualment es presenta els mesos d’hivern, com la resta de virus gripals. D’altra banda s’ha vist que 

la majoria d’essers humans han adquirit anticossos front el virus en les primeres etapes de la vida, i 

també s'ha documentat com a causa etiològica de brots epidèmics a les escoles i la comunitat; per tant, 

la infecció per aquest virus és comú a la infància i el seu paper com causant de malaltia respiratòria no 

s’ha de subestimar 51, 54. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

La principal manera de propagació del virus és la via aèria, especialment per aerosols. També es pot 

transmetre per contacte amb superfícies contaminades i autoinoculació. 

Clínica i simptomatologia 

La infecció per FLUCV es manifesta com un quadre respiratori de vies altes, sense una elevada 

repercussió sistèmica i que en general és de caràcter lleu 56. Els símptomes més comuns inclouen febre, 

tos i rinorrea. Poden donar també infecció del tracte respiratori inferior causant bronquitis, bronquiolitis 

i pneumònia. 

Els estudis han demostrat que el FLUCV afecta sobretot a nens menors de 6 anys i que les complicacions 

es donen sobretot en els menors de 2 anys. En adults, la infecció sol cursar asimptomàtica o com una 

malaltia respiratòria lleu. No obstant, hi ha un cas registrat d’encefalopatia aguda causada pel virus de 

la grip C 51. 

Diagnòstic 

El FLUCV està infradiagnosticat en comparació amb la resta de virus gripals. Aquests virus tenen una 

taxa de recuperació baixa en les línies cel·lulars comunament utilitzades per l’aïllament dels virus gripals, 

especialment les MDCK, degut a que aquestes línies no expressen el receptor Neu5,9Ac2 on s’uneix el 

virus 55. 
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No s’han desenvolupat mètodes de detecció d’antigen per al diagnòstic degut a la manca d'anticossos 

monoclonals disponibles. Les tècniques moleculars basades en la PCR semblen ser actualment el 

sistema més assequible per la detecció del virus, tot i que hi hagi pocs estudis en aquesta direcció 51. 

Profilaxis i tractament 

Actualment no hi ha cap vacuna disponible, ni s’han descrit antivirals actius front les infeccions pels 

virus gripals C 7. En el cas del favipirarir, s’ha estudiat com a possible antiviral també contra els virus 

gripals C, ja que inhibeix la RNA polimerasa RNA-depenent 50. 

VIRUS PARAINFLUENÇA 

Generalitats 

Els virus parainfluença són espècies de la família Paramyxoviridae, subfamília Paramyxovirinae, 

classificats en dos gèneres, el gènere Respirovirus on trobem els virus parainfluença humans tipus 1 i 3 

(PIV-1, PIV-3) i el gènere Rubulavirus que inclou els virus parainfluença humans tipus 2 i 4 (PIV-2, PIV-

4) (veure taula 1). 

Els 4 virus parainfluença són causants d’infecció del tracte respiratori inferior en nens petits, i que sovint 

tornen a infectar a nens grans i adults produint afectació del tracte respiratori superior. La majoria de 

les característiques estructurals i biològiques són similars entre els 4 virus, però cada un d'ells s'ha 

adaptat per infectar als éssers humans en diferents edats i causar diferents malalties 57, 58. 

Antecedents històrics 

El virus parainfluença van ser descoberts per primera vegada a finals de 1950, quan es van trobar tres 

virus diferents recuperats de nens amb crup. Es van separar fàcilment dels virus gripals, ja que no es 

multiplicaven en ous embrionats i no compartien característiques antigèniques amb els virus de la grip. 

Posteriorment l’any 1959, es va trobar un quart virus que també reunia aquests criteris de classificació, 

finalment es va crear un nou grup taxonòmic anomenat virus parainfluença. Actualment es classifiquen 
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en quatre tipus: parainfluença tipus 1 (PIV-1), parainfluença tipus 2 (PIV-2), parainfluença tipus 3 (PIV-

3) i parainfluença tipus 4 (PIV-4). El tipus 4 a la vegada es subdivideix en dos subtipus PIV-4a i PIV-4b. 

Estructura vírica 

Es tracta de virus embolcallats, de forma esfèrica i amb una nucleocàpsida de simetria helicoïdal levogira 

amb una mida aproximada de 150 nm de diàmetre. El genoma és RNA de cadena simple i polaritat 

negativa, d’aproximadament 15 kilobases. 

S’han trobat virions amb polaritat 

positiva, però es creu que no són 

infecciosos. L’embolcall procedeix de la 

membrana plasmàtica de la cèl·lula 

hoste. El genoma codifica diferents 

proteïnes. La nucleoproteïna (N o NP). 

Dues proteïnes una fosfoproteïna (P) i 

una polimerasa (L), ambdues amb funció 

replicasa. Aquestes dues proteïnes 

interactuen amb la proteïna de matriu 

(M), la qual dirigeix la inserció i 

agregació de les nucleocàpsides 

acabades a la membrana de la cèl·lula 

infectada 58. A l’embolcall víric hi ha dos proteïnes: una proteïna amb doble funció, coneguda com 

hemaglutinina-neuraminidasa (HN), responsable de la unió del virus als receptors, i una segona 

proteïna, de fusió (F), responsable de la penetració del virus al citoplasma cel·lular (veure figura 6). 

Els quatre PIV es diferencien segons la composició antigènica i les manifestacions clíniques que causen 

57, 58. 

Epidemiologia 

Els virus parainfluença són ubics i presenten una variació estacional, essent menys freqüents durant els 

mesos d’estiu. El PIV-1 causa infeccions bianuals sobretot durant la tardor. El PIV-2 també causa 

Figura 6 

Estructura dels virions de la subfamília Paramyxovirinae, 

a la qual pertanyen els virus parainfluença. Adaptat de 

Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/) 
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infeccions bianuals que es poden donar junt amb el PIV-1 o en els anys alterns, durant la tardor i 

principis d’hivern. Entre aquests dos virus el tipus 1 és més freqüent que el 2, i la major incidència 

d’ambdós es produeix als 2-3 anys d'edat. D’altra banda, el tipus 3 és endèmic tot l'any, amb un pic a 

la primavera i és el més prevalent, ja que aproximadament el 50% dels nens s'infecten durant el primer 

any de vida i, de fet, sembla ser l'únic virus parainfluença capaç d'infectar als nens menors de 6 mesos. 

Per tant s'estima que als 5-6anys de vida el 95% dels nens tenen anticossos contra els virus. Després 

dels 7 anys les infeccions cursen habitualment de manera subclínica. Per contra, hi ha pocs estudis 

publicats amb aïllament i epidemiologia del PIV-4. Aquests pocs casos semblen afectar de manera 

equitativa a nens menors d'1 any, nens en edat preescolar i escolar i adults. Els estudis de 

seroprevalença han reportat que del 60 al 84% dels nadons tenen anticossos després del naixement (es 

creu que són d’origen matern). Aquests nivells baixen a 7 a 9% en nens de 7 a 12 mesos d'edat i es 

mantenen baixos durant diversos anys abans d'augmentar a un 50% en 3 a 5 anys d'edat. Posteriorment, 

aquests nivells d'anticossos front PIV-4 segueixen augmentant durant tota la infància, fins arribar al 75-

95% en adults 58. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

La transmissió dels virus parainfluença és per contacte amb superfícies contaminades i autoinoculació 

o per via aèria a traves de la inhalació de secrecions contaminades 58. 

Clínica i simptomatologia 

Els PIV-1 i PIV-2 solen causar infeccions que afecten la laringe i la tràquea. El PIV-1 és la causa principal 

de crup en nens i el PIV-2 s'assembla al PIV-1 en quant a les manifestacions clíniques, però causa una 

malaltia menys greu. El PIV-3 està més associat a infeccions del tracte respiratori inferior com són la 

bronquitis, bronquiolitis i broncopneumònia, i només és superat pel RSV com a causa d’infecció en 

nadons menors de 6 mesos d'edat. Finalment, en el cas dels PIV-4 (a i b) causen infeccions que es 

detecten amb poca freqüència ja que s’associen amb malaltia respiratòria lleu en el tracte respiratori 

superior de nens i adults. 

El temps d’incubació és de 2-6 dies i es pot seguir excretant el virus durant 7-11 dies. La clínica comença 

amb rinitis i faringitis durant uns dies, i també es pot patir afonia i estridor respiratòria. Pot donar-se 

febre moderada, que generalment dura de 2-3 dies. La majoria de nens es recuperen sense problemes 
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del crup després de 24 o 48 hores, tot i que si hi ha afectació de bronquitis o pneumònia, la febre i la 

tos duren més temps. Les reinfeccions pel mateix serotip o per un altra parainfluença són freqüents, 

però la simptomatologia sol ser més lleu. No obstant, en pacients immunodeprimits les infeccions 

poden donar lloc a infeccions greus i perllongades 59. 

Diagnòstic 

En la majoria d’estudis que s’utilitza l’aïllament en cultiu cel·lular a partir de mostres clíniques, es fa 

servir la línia cel·lular LLC-MK2, ja que s’ha demostrat com una de les línies més sensibles per a la 

detecció. Les tècniques d’immunofluorescència també s'han adaptat per a la detecció d’antígens dels 

virus parainfluença, però els resultats són variables i els rangs de sensibilitat varien segons el virus. Els 

millors resultats s’han donat sempre amb el PIV-3 58. D’altra banda, els mètodes moleculars també han 

demostrat ser una eina vàlida per a la detecció d’infeccions causades per virus parainfluença 60, 61, en 

especial pel virus parainfluença 4, ja que el seu aïllament en cultiu cel·lular és generalment ineficient 62. 

Profilaxis i tractament 

Els anticossos materns ofereixen protecció contra els PIV-1 i PIV-2 en nens menors de 4 mesos, però 

no pel PIV-3. A partir dels 4 mesos la incidència d’infeccions greus augmenta i és màxima dels 3 als 5 

anys, mentre que, finalment disminueix amb el inici de l’edat escolar, i és gairebé inexistent durant la 

vida adulta. 

Tot i que s’han estudiat possibles vacunes, els resultats d’immunització han estat menors que els 

observats amb una infecció natural. Actualment el desenvolupament d’una vacuna viable està enfocat 

a la utilització de soques vives atenuades o a la utilització de parts de les proteïnes víriques (sobretot la 

HN i la F), tot i que encara no han estat provades en humans 58. 

Actualment no hi ha medicaments antivirals disponibles front una infecció per virus parainfluença. 

Diversos estudis in vitro avalen la utilització d’alguns antivirals, tot i que encara no s’ha demostrat la 

seva eficàcia clínica. L'amantadina, tindria certa activitat virustàtica a concentracions molt altes. De la 

mateixa manera, la ribavirina, tindria efecte tant in vitro com in vivo contra els virus parainfluença 58. 

També s’estudien altres compostos i fàrmacs, com són el zanamivir (inhibidors de la neuraminidasa), la 

puromicina (inhibidors de la síntesi de proteïnes), derivats del benzotiazol (inhibidors de la síntesi d'àcid 
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nucleic), entre d’altres, tot i que encara cap d'aquests compostos ha demostrat tenir aplicacions 

clíniques. Així mateix, s’han realitzat estudis amb l’interferó (alfa i gamma) que demostren un efecte 

immunoestimulador que podria protegir contra les infeccions per paramixovirus 58. 

VIRUS RESPIRATORI SINCICIAL 

Generalitats 

El virus respiratori sincicial (RSV) és l’agent etiològic més important d’infecció de les vies respiratòries 

baixes en infants i nens petits. Pertany al gènere Pneumovirus de la família Paramyxoviridae i subfamília 

Pneumovirinae (veure taula 1). És la principal causa de la bronquiolitis i pneumònia en lactants i nens 

petits. 

Antecedents històrics 

El virus respiratori sincicial va ser aïllat per primera vegada d'un ximpanzé amb una malaltia semblant 

al refredat comú al 1956. Poc després, el virus es va recuperar de mostres de nens petits amb malaltia 

greu del tracte respiratori inferior. Des de l’inici de la seva detecció en nens petits ara ja fa més de 30 

anys, el RSV s'ha convertit en el principal virus causant de infecció del tracte respiratori inferior en els 

nens més petits, i tot i que s’ha estudiat durant molts anys, encara no es coneixen del tot els mecanismes 

epidemiològics que fan que infecti arreu del món. Actualment s’estudia el desenvolupament d’una 

vacuna segura i eficaç per tal de poder reduir la morbiditat i mortalitat 63. 

Estructura vírica 

Són virus embolcallats i pleomòrfics, tot i que solen tenir una forma esfèrica irregular. Tenen una 

nucleocàpsida de simetria helicoïdal levogira amb una mida aproximada de 100-350 nm de diàmetre 

amb uns filaments llargs d’uns 60-200 nm de diàmetre i de fins a 10 µm de llargada. El genoma està 

format per RNA de cadena simple, no segmentat, de polaritat negativa i longitud aproximada de 15 

kilobases. Conté 10 gens separats, que codifiquen 11 proteïnes, 9 proteïnes estructurals i 2 no 

estructurals. L’embolcall lipídic prové de la membrana plasmàtica de la cèl·lula hoste, i conté tres 

glicoproteïnes de superfície: una glicoproteïna gran (G), una proteïna de fusió (F), i una proteïna 
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hidròfoba (SH). A la cara interna de l’embolcall es troba una proteïna no glicosilada de matriu (M). Així 

mateix, la nucleocàpsida té quatre proteïnes, una nucleoproteïna (N), una fosfoproteïna (P), dos factors 

de regulació de la transcripció (M2-1 i M2-2), i una polimerasa (L). Finalment, el virió té dos proteïnes 

no estructurals (NS1 i NS2) les quals actuen interferint en la resposta primària de l’interferó-α/β 64, 65 

(veure figura 7). 

La infecció s’inicia per la unió de la proteïna 

G a la superfície de la cèl·lula hoste. Donat 

que els virions no tenen cap proteïna amb 

funció hemaglutinina ni neuraminidasa, tota 

la unió recauria sobre aquesta proteïna i 

posteriorment la fusió es donaria a través 

de la proteïna F. 

El RSV es classifica en subgrups, A i B, 

segons les diferències antigèniques de les 

proteïnes, especialment en la proteïna G. 

Epidemiologia 

Una de les característiques més remarcables de l’epidemiologia del RSV és que presenta un patró 

d’infecció i unes manifestacions clíniques molt regulars. Tenen una distribució universal, i causen 

infeccions cada any als grans centres urbans d’arreu del món. En les zones temperades, les infeccions 

es donen principalment al final de la tardor i l’hivern, o inclòs principis de primavera, però mai durant 

l'estiu, mentre que a les zones tropicals, les infeccions es produeixen durant l'estació de pluges 63. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

Diversos estudis han demostrat que el principal mètode de propagació és a través de gotes grans o per 

mitjà de la contaminació per material infectat. La infecció per contacte directe requereix o bé d’un 

contacte molt proper amb nens infectats o bé d’una contaminació de les mans amb superfícies on es 

trobin les secrecions respiratòries infectades, i el posterior traspàs entre els dits a la mucosa nasal o 

conjuntival 63. 

Figura 7 

Estructura dels virions de la subfamília 

Pneumovirinae, a la qual pertanyen el virus respiratori 

sincicial i el metapneumovirus. Adaptat de Viralzone. 

(http://viralzone.expasy.org/) 
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Clínica i simptomatologia 

La infecció del RSV s'associa amb una gran varietat de manifestacions clíniques que van des de 

símptomes lleus semblants al refredat comú fins a malalties greus del tracte respiratori inferior, com 

bronquiolitis o pneumònia. El virus infecta i es multiplica a les cèl·lules ciliades del tracte respiratori i a 

les cèl·lules de l’epiteli alveolar. El temps d’incubació és de 3-6 dies. Els primers símptomes són els de 

infecció de vies altes, tos i rinorrea, tant en nens com en adults. La bronquiolitis només es desenvolupa 

en nens petits, generalment menors de 12 mesos. L’afectació de les vies respiratòries baixes ocorre 

durant la primera setmana de la malaltia. Es manifesta clínicament amb panteixos, i es pot donar 

cianosis en casos greus amb apnea. Entre el 25% i el 40% dels nens infectats presenten els símptomes 

de bronquiolitis o pneumònia durant la infecció primària. Aproximadament el 20% dels nens amb 

bronquiolitis desenvolupen una otitis mitjana 66. 

En joves i adults la infecció es presenta com un refredat comú, tot i que els pacients de la tercera edat 

i els immunodeprimits poden desenvolupar pneumònia (10-20%) amb resultats a vegades letals (2-5%) 

67. 

Diagnòstic 

El diagnòstic específic de la infecció per RSV es realitza mitjançant l’aïllament del virus en cultiu o la 

detecció d’antígens virals. Les línies cel·lulars que resulten més idònies per l’aïllament del RSV en cultiu 

cel·lular són les HEP-2, l’A-549 o les HeLa, no obstant és un virus extremadament làbil, lo qual afecta al 

seu aïllament 45. La detecció d’antigen per immunofluorescència és el mètode amb la sensibilitat més 

elevada. Així mateix, els mètodes d’immunocromatografia també presenten una elevada sensibilitat, tot 

i que s’ha vist que funcionen millor en mostres de nens que no pas les d’adults 68. 

Els mètodes moleculars també ofereixen una elevada sensibilitat per al diagnòstic, i actualment estan 

disponibles diferents panells de virus respiratoris per PCR múltiplex que inclouen el RSV 45. 

Profilaxis i tractament 

No existeix una vacuna eficaç contra la infecció per RSV. Els anticossos materns no protegeixen de la 

infecció i tampoc la pròpia infecció protegeix de possibles reinfeccions, però si disminueix la gravetat 

dels símptomes. 
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Existeixen dos antivirals aprovats per l’Administració d’Aliments i Medicaments dels Estats Units (FDA, 

per les seves sigles en anglès: Food and Drug Administration) com a tractament i prevenció del RSV, la 

ribavirina, un anàleg de la guanosina, i el palivizumab, un anticòs monoclonal. La ribavirina està 

aprovada com a tractament per la bronquiolitis en nens hospitalitzats. Actua principalment com un 

inhibidor de la RNA polimerasa, i que també te efecte immunomodulador. No obstant, actualment no 

es recomana utilitzar la ribavirina de forma rutinària en nens amb bronquiolitis perquè els estudis no 

demostren una reducció de la mortalitat i té un cost elevat 7. El palivizumab està aprovat com a 

preventiu de la infecció per RSV en nens hospitalitzats i persones d’alt risc. 

Actualment s’estan desenvolupant altres antivirals contra la infecció del RSV: El RSV-604, una 

benzodiazepina oral que inhibeix la proteïna N del RSV; el TMC353121, un inhibidor de la fusió; el MDT-

637, també conegut com VP-14637, un altre inhibidor de la fusió; i l'ALN-RSV01, un RNA d’interferència 

sintètic, que actuaria evitant l’expressió gènica del virus. Tots aquests compostos estan en fase de 

desenvolupament i proves. Així mateix, també s’ha desenvolupat com a preventiu el motavizumab, un 

anticòs monoclonal de nova generació més potent que el palivizumab 7. 

METAPNEUMOVIRUS 

Generalitats 

Els metapneumovirus (hMPV) pertanyen a la família Paramyxoviridae, subfamília Pneumovirinae i es 

classifiquen dins del gènere Metapneumovirus (veure taula 1). Són virus causants d’infecció respiratòria 

del tracte superior i inferior amb diferent graus d’afectació, sobretot en nens 69. 

Antecedents històrics 

Es va descriure per primera vegada a Holanda a l’any 2001, a partir de mostres respiratòries recollides 

durant un període de 20 anys i observades per microscopi electrònic. Actualment s’ha identificat en tot 

el món com un causant d’infecció respiratòria, sent el responsable d’aproximadament del 2 al 12% de 

les infeccions del tracte respiratori inferior en nens menors de 5 anys 70. 
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Estructura vírica 

Són virus embolcallats, de forma esfèrica i amb una nucleocàpsida de simetria helicoïdal levogira amb 

una mida aproximada de 150 nm. El genoma, una única molècula de RNA monocatenari, de polaritat 

negativa i longitud aproximada de 13 kilobases, inclou 8 gens que codifiquen 9 proteïnes diferents. 

L’embolcall lipídic procedeix de la membrana cel·lular de la cèl·lula hoste, el qual està cobert en el seu 

interior per la proteïna de la matriu M, i conté tres glicoproteïnes de superfície: les espícules de 

glicoproteïnes: de la proteïna G d’adhesió, la proteïna F de fusió i la proteïna SH amb característiques 

hidròfobes. El RNA viral està associat a la nucleoproteïna N, la fosfoproteïna P i la polimerasa L, i 

probablement també estaria associat als factors M2-1 i M2-2, els quals formarien la simetria helicoïdal 

de la nucleocàpsida (veure figura 7) 70. 

La infecció s'inicia per la unió de les proteïnes de superfície als receptors cel·lulars i mitjançant la fusió 

de la membrana del virus amb les membranes cel·lulars 71. 

Entre els hMPV humans es reconeixen dos genotips, els A i B. Tots dos genotips poden co-circular 

simultàniament, però durant una epidèmia, generalment domina un sòl genotip. Cada un d'aquests 

genotips es divideix en dos subgrups, els A1, A2, B1 i B2. Aquesta classificació es basa principalment en 

la variabilitat de la seqüència de la proteïna d’unió (G) i de la proteïna de fusió (F) presents a la superfície 

del virus. No obstant, no s'ha demostrat cap rellevància clínica entre la malaltia causada pels diferents 

subgrups 69. 

Epidemiologia 

Els hMPV tenen una distribució universal, ja que estan presents a tots els continents, i tenen una activitat 

principal a finals d’hivern i primavera 70. 

La majoria dels nens han estat exposats al hMPV als 5 anys, edat en la que es troba una seroprevalença 

del 100% 69. No obstant, la resposta immune no proporciona una immunitat completa contra la infecció 

i es poden donar reinfeccions. En adults immunocompetents la proporció de les infeccions per hMPV 

varia entre el 3 i el 7,1%, i en les infeccions nosocomials aquests percentatge d’infeccions augmenta 

fins al 4,3-13,2% 69. 
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Mecanismes i rutes de transmissió 

El hMPV presenta un tropisme preferent per les cèl·lules epitelials ciliades del tracte respiratori humà. 

Es creu que el hMPV es transmet per via respiratòria o per contacte amb superfícies contaminades i 

autoinoculació, especialment a través de la saliva, gotes o aerosols de partícules grans 69. 

Clínica i simptomatologia 

S'estima que el període d'incubació de la malaltia causada per hMPV és entre 4 i 6 dies i que el virus es 

segueix excretant durant un període de 5 dies a 2 setmanes 70. En casos d’infecció nosocomial, s’ha 

estimat un període d’incubació entre 4 i 9 dies 69. L’espectre de la malaltia pot variar des d’infeccions 

lleus del tracte respiratori superior, com la faringitis, a quadres greus del tracte respiratori inferior, com 

bronquiolitis o pneumònia. Els primers símptomes són els de infecció de vies altes: tos i rinorrea, tant 

en nens com en adults. La bronquiolitis només es desenvolupa en nens petits, generalment menors de 

5 anys d’edat i en persones de la tercera edat. En pacients immunodeprimits pot causar pneumònia. 

L’afectació de les vies respiratòries baixes ocorre durant la primera setmana de la malaltia. Es manifesta 

clínicament amb panteixos, sibilacions, dificultat per respirar, ronquera, tos en els nens, i en els adults 

agreujament de l'asma i cianosis amb apnea. 

En joves i adults prèviament sans, la infecció pot ser asimptomàtica o manifestar-se com un refredat 

comú, amb símptomes lleus, incloent tos, mocs o congestió nasal, mal de coll i febre 69. 

Diagnòstic 

El diagnòstic específic de la infecció per hMPV es pot realitzar mitjançant l’aïllament del virus en cultiu. 

Les línies més idònies pel seu aïllament són les LLC-MK2 i les Vero. No obstant, la multiplicació en cultiu 

és lenta, ja que l’efecte citopàtic sol aparèixer a les dues setmanes de la inoculació. 

Existeixen també tècniques de diagnòstic ràpid per detecció d’antigen, en especial la 

immunofluorescència. Així mateix, també es pot detectar per mètodes moleculars, ja que actualment 

existeixen molts equips de panells de virus respiratoris per PCR múltiplex disponibles comercialment 

que detecten hMPV 70. 
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Profilaxis i tractament 

Actualment no existeix una vacuna específica contra les infeccions per hMPV. S’han realitzat diversos 

estudis per desenvolupar vacunes basades en virus inactivats, virus vius atenuats, proteïnes 

recombinants o proteïnes del DNA víric; però el principal inconvenient és la dificultat d'induir una 

resposta immune forta i de llarga durada 70. 

Com a tractament, no existeix una sola solució terapèutica, no obstant, en diversos estudis s’ha 

determinat que la majoria de les molècules antivirals eficaces contra el RSV, també servirien en casos 

d’infecció per hMPV. La ribavirina i les immunoglobulines, sobretot el palivizumab, serien els 

tractaments més acceptats 70. 

RINOVIRUS 

Generalitats 

Els rinovirus (RV) pertanyen a la família Picornaviridae, gènere Enterovirus (veure taula 1). El seu nom 

prové de que principalment les infeccions que causa estan localitzades a l’epiteli nasal. Estan considerats 

com un dels agents etiològics més importants causants d‘infecció de les vies respiratòries superiors en 

nens i adults. 

Antecedents històrics 

Els rinovirus van ser descoberts en la dècada de 1950. Els estudis epidemiològics realitzats van 

demostrar que eren els responsables d'una gran quantitat de les malalties respiratòries agudes, 

sobretot en l'entorn familiar i escolar. Tot i que han passat gairebé 60 anys, encara s’està estudiant una 

possible "cura" per a aquest virus del refredat comú 72, 73. 

Inicialment, els RV estaven classificats sota el gènere Rhinovirus, i es van identificar fins a 100 serotips 

diferents de RV. Posteriorment i mitjançant la seqüenciació de les diferents parts del virus, es van dividir 

dues espècies: els RV-A (amb 74 serotips) i les RV-B (amb 25 serotips), en base a criteris de seqüències 

filogenètiques. L’any 2008, es van retirar com a un gènere de la família Picornaviridae i es van 

reclassificar dins del gènere Enterovirus 74. L’any 2006, gracies al desenvolupament de les tècniques 
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moleculars, es va identificar una nova espècie, el RV-C, però no va ser fins al 2009 que va ser acceptada 

pel Comitè Internacional de Taxonomia de Virus 73. Les diferents espècies que inclou actualment el 

gènere Enterovirus es mostren a la taula 3. 

Taula 3 

Classificació i nomenclatura actual de les principals espècies del gènere Enterovirus que afecten a 

l’esser humà. 

Gènere Espècie (sero)tips que inclou l’espècie 

Enterovirus 

enterovirus A 

coxsackievirus A2 (CV-A2), CV-A3 ~ CV-A8, CV-A10, CV-A12, CV-A14, CV-

A16, enterovirus A71 (EV-A71), EV-A76, EV-A89 ~ EV-A92, EV-A114, EV-A119 

~ EV-A121. 

enterovirus B 

coxsackievirus B1 (CV-B1), CV-B2 ~ CV-B6, CV-A9, echovirus 1 (E-1), E-2 ~ E-9 

(inclòs. CV-A23), E-11 ~ E-21, E-24 ~ E-27, E-29 ~ E-33, enterovirus B69 (EV-

B69), EV-B73 ~ EV-B75, EV-B77 ~ EV-B88, EV-B93, EV-B97, EV-B98, EV-B100, 

EV-B101, EV-B106, EV-B107 i EV-B111. 

enterovirus C 

poliovirus (PV) 1, PV-2, PV-3, coxsackievirus A1 (CV-A1), CV-A11, CV-A13, CV-

A17, CV-A19 ~ CV-A22, CV-A24, EV-C95, EV-C96, EV-C99, EV-C102, EV-C104, 

EV-C105, EV-C109, EV-C113, EV-C116, EV-C117 i EV-C118. 

enterovirus D EV-D68, EV-D70, EV-D94, EV-D111. El RV-87 es va reclassificar com EV-D68. 

rinovirus A 

rinovirus (RV) A1, A2, A7 ~ A13, A15, A16, A18 ~ A25, A28 ~ A34, A36, A38 ~ 

A41, A43, A45 ~ A47, A49 ~ A51, A53 ~ A68, A71, A73 ~ A78, A80 ~ A82, 

A85, A88 ~ A90, A94, A96, A100 ~ A109. 

rinovirus B 
rinovirus (RV) B3 ~ B6, B14, B17, B26, B27, B35, B37, B42, B48, B52, B69, B70, 

B72, B79, B83, B84, B86, B91 ~ B93, B97, B99, B100 ~ B106. 

rinovirus C 55 tipus de RV-C (C1-C55). 

Adaptada de Picornaviridae.com (http://www.picornaviridae.com/). 

Estructura vírica 

Són virus petits, de forma esfèrica i simetria icosaèdrica, amb un diàmetre d’uns 30 nm. El genoma és 

RNA monocatenari, d’aproximadament 7,2-8,5 kilobases, amb polaritat positiva i una càpsida proteica, 

sense embolcall. Hi ha una copia de RNA per cada partícula viral. La part central del genoma codifica 

les diferents proteïnes virals, mentre que els extrems del genoma són seqüències no codificants amb 

funció d’ajuda en la replicació i traducció. 

La càpsida està formada per 60 capsòmers, cada un format per 3 proteïnes comuns a tots el 

picornavirus, unides a una quarta proteïna comú, les proteïnes víriques VP1-4, on la VP1 és la més 

immunògena. Les VP1, 2 i 3 són externes, i formen la diversitat antigènica del virus, mentre que la VP4 

és interna i ancora el nucli de RNA a la càpsida. Les proteïnes externes serveixen per la unió a les 
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cèl·lules, en especial al VP1. Existeix també una única copia per cada partícula viral d’una proteïna 

coneguda com la VPg que és necessària per la síntesis del RNA (veure figura 8). 

Actualment existeixen 3 espècies de RV, A, B i C (veure taula 3). Aquests classificació es basa en les 

diferències en l'especificitat del receptor i la seqüència de nucleòtids de les quatre VP 72, 73. 

Epidemiologia 

Els RV causen malaltia respiratòria a tot 

el món i durant tot l'any. Les infeccions 

per RV són endèmiques, però es donen 

amb més freqüència durant la tardor i la 

primavera en climes temperats. Amb la 

nova identificació del RV-C, es va 

estudiar la seva epidemiologia en 

diferents regions geogràfiques, i també 

va mostrar una distribució universal i que 

infectaven durant tot l’any, tot i que amb 

una incidència màxima durant la tardor i 

l'hivern 73, 75, 76. 

Els RV causen aproximadament entre la 

meitat i dos terços dels refredats comuns. La freqüència d’infecció és major en nens i disminueix amb 

l’edat. Els nens en edat escolar es consideren el principal focus d’infecció, tant per altres nens com per 

als adults. Així mateix, en nens s’ha relacionat als RV com una causa molt freqüent d’infecció 

asimptomàtica. En nens menors de 4 anys d'edat, la infecció asimptomàtica es donaria en un 12-32% 

dels casos 73. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

El virus es transmet principalment per via aèria a traves d’aerosols o per contacte amb superfícies 

contaminades i autoinoculació. 

Figura 8 

Estructura dels virions del gènere Enterovirus, al qual 

pertanyen els rinovirus i els enterovirus. Adaptat de 

Viralzone (http://viralzone.expasy.org/). 

La simetria és T=pseudo 3. La càpsida icosaèdrica es 

compon de 12 capsòmers pentamèrics i 20 capsòmers 

hexamèrics, amb un total de 180 proteïnes a la càpsida. 

Aquestes càpsides no tenen la simetria T=3, a causa de 

que la unitat bàsica es compon de tres proteïnes 

diferents, per tant, l'estructura és un pseudo T=3 
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Donat que són virus sense embolcall, són molt estables i resisteixen a la inactivació per dissolvents 

orgànics. Tot i així, els RV són més sensibles als pH àcids que els EV. En condicions experimentals, poden 

sobreviure de dies a hores en un ambient d’interior, i a temperatura ambient sobre la pell unes dues 

hores 72, 73. 

Clínica i simptomatologia 

El temps d’incubació és de 2-3 dies, i el període de durada dels símptomes és de 7 a 14 dies, temps 

durant el qual es continua excretant el virus. Els símptomes més freqüents són rinorrea, congestió nasal, 

mal de coll, tos, mal de cap, febre moderada i malestar general. La malaltia cursa de manera 

autolimitada en hostes immunocompetents. 

A banda del refredat comú, els RV també són causa de diferents tipus d’infeccions respiratòries. En les 

infeccions del tracte respiratori superior, són també causa comú de sinusitis i d’otitis mitjana aguda, 

especialment en nens. En el cas de les infeccions de les vies respiratòries inferiors, els RV són la segona 

causa més freqüent de bronquiolitis en nens hospitalitzats, i també estan associats amb la pneumònia 

adquirida en la comunitat, on en nens causa entre el 18 i el 26% dels casos i en adults el 5% 73. 

Diagnòstic 

El mètode de diagnòstic de referència és l’aïllament en cultiu cel·lular. Ara bé, aquest mètode no detecta 

tots els RV coneguts. Per altra banda, la detecció d’antigen no és un mètode pràctic per al diagnòstic, 

ja que no existeix un antigen comú per a tots els RV diferents. 

Molts RV i especialment els RV-C no es multipliquen en les diferents línies cel·lulars i els que són capaços 

de multiplicar-se necessiten a més un medi que es mantingui a un pH neutre, ja que són sensibles als 

àcids. No obstant, la recuperació de les soques resulta important per a l'estudi de les característiques 

del virus i la patogènesi de la malaltia 73. 

Actualment, els mètodes moleculars són les proves més capaces de detectar els diferents RV existents 

i han permès la detecció dels RV-C 74, 75. 
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Profilaxis i tractament 

Actualment no hi ha cap vacuna disponible front les infeccions per RV. 

Durant els últims anys s’han desenvolupat diversos antivírics per al tractament i profilaxis de les 

infeccions causades per RV. Les investigacions es centren sobretot en l’interferó alfa, en inhibidors de 

la unió i la penetració vírica i en inhibidors de la proteasa viral. Respecte a l’interferó alfa, s’ha utilitzat 

com a prevenció o tractament de les infeccions 7. 

Es va dissenyar el tremacamra, una forma soluble del receptor que utilitza el virus per adherir-se a la 

cèl·lula hoste, com a inhibidors de la unió i entrada del virus, i posteriorment es va desenvolupar el 

pleconaril, el qual impedeix la fusió de la nucleocàpsida amb la cèl·lula hoste. Per últim, s’han 

desenvolupat fàrmacs com el rupintrivir, un inhibidor de la proteasa essencial per a la replicació del 

virus 7. Malgrat tot, els efectes secundaris o la baixa efectivitat fan que aquests antivírics encara no 

estiguin aprovats per la FDA. 

ENTEROVIRUS 

Generalitats 

El enterovirus (EV) formen part de la família Picornaviridae, gènere Enterovirus (veure taula 1) i són 

alguns dels virus més comuns que infecten als éssers humans i als animals a tot el món. Tot i que la 

majoria de les infeccions per EV humans solen ser asimptomàtiques, estan associats a diversos 

síndromes clínics que van des de malalties febrils lleus, a malalties greus i potencialment mortals, com 

la meningitis, encefalitis, miopericarditis, paràlisi flàccida aguda i malaltia similar a la sèpsia neonatal 77. 

Antecedents històrics 

Els enterovirus humans es van descobrir arran de les investigacions efectuades per conèixer l'etiologia 

de la poliomielitis. Els primers EV humans que es van aïllar de mostres de femtes, van ser per una banda 

els virus anomenats coxsackie al 1948 i al 1955 els echovirus. El criteri de classificació inicial es feia en 

base a les seves característiques antigèniques i les característiques de cultiu, però amb el descobriment 

de nous tipus d'EV humans cada vegada era més difícil basar la classificació segons aquests criteris. 
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Amb el descobriment de nous tipus d'EV no classificables per aquest sistema i el desenvolupament de 

les tècniques moleculars, des de 1974 els nous EV s’anomenen numèricament i es classifiquen segons 

la seva seqüència genòmica 74. Les diferents espècies que inclou actualment el gènere Enterovirus es 

mostren a la taula 3. 

Estructura vírica 

Els EV són virus petits sense embolcall, de forma esfèrica i simetria icosaèdrica amb una mida 

aproximada de 30 nm. Estan formats únicament per un genoma de RNA de cadena simple, polaritat 

positiva i longitud aproximada de 7,2-8,5 kilobases. Hi ha una copia de RNA per cada partícula viral. La 

part central del genoma codifica les proteïnes virals VP1, VP2, VP3 i VP4, mentre que els extrems del 

genoma són seqüències no codificants amb funció d’ajuda en la replicació i traducció. Les VP1, 2 i 3 

són externes, i serveixen per la unió a les cèl·lules, mentre que la VP4 és interna i ancora el nucli de RNA 

a la càpsida. La càpsida està formada per 60 capsòmers, cada un format per les 3 proteïnes externes 

(VP1, 2 i 3), units a la VP4 interna. Existeix també una única copia per cada partícula viral d’una proteïna 

coneguda com la VPg que és necessària per la síntesis del RNA (veure figura 8) 78. 

Actualment estan definides quatre espècies d’EV que afecten a l’home, EV A, B, C i D (veure taula 3). Els 

(sero)tips tenen diferents patrons temporals de circulació i poden estar associats amb diferents 

malalties 77. 

Epidemiologia 

Els EV tenen una distribució universal. En zones amb climes temperats s’observen més infeccions durant 

l’estiu i la tardor, en canvi en zones tropicals i subtropicals les infeccions ocorren al llarg de tot l’any 23, 

79. S'ha estimat que els EV infecten gairebé mil milions de persones arreu del món cada any 45. 

Els nens s’infecten amb més freqüència que els adults, especialment els nens menors de 10 anys. Sembla 

ser que l’edat té una forta associació amb clínica associada: les infeccions per EV del sistema nerviós 

central (SNC) es donen amb més freqüència en els nens de 5 a 15 anys d'edat, la miocarditis en pacients 

de 20 a 40 anys d'edat, les infeccions greus (incloent miocarditis, malaltia del SNC i la sèpsia neonatal) 

en nounats i lactants, i les manifestacions musculars i la febre en nens menors de 5 anys d’edat 79. 
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Mecanismes i rutes de transmissió 

En general, els EV són estables a temperatura ambient i només s’inactiven a 50-55ºC. Conserven la 

capacitat d’infecció a pH entre 3-9 i són molt resistents a tractaments amb enzims proteolítics i 

dissolvents lipídics. 

Els EV humans, tenen l’home com a reservori exclusiu. La transmissió principal es la via fecal-oral, però 

també es poden transmetre per via respiratòria a traves d’aerosols, especialment durant la fase aguda 

de la infecció, així com per la via materno-fetal 23. D’altra banda, donat que els EV poden sobreviure en 

les superfícies, es creu que el contacte amb superfícies contaminades i posterior autoinoculació, també 

podria ser una via de transmissió. 

Clínica i simptomatologia 

La majoria de les infeccions causades per EV cursen com asimptomàtiques. Presenten tropisme per les 

cèl·lules del tracte gastrointestinal, on causen la infecció primària, que posteriorment es pot arribar a 

disseminar. Els nens infectats sovint presenten símptomes d’infecció respiratòria, coneguda com 

“refredat d’estiu” 45. Són la causa més comú del síndrome febril inespecífic, que es caracteritza per una 

febre alta sense focus, amb una duració mitja d’uns tres dies, i que pot estar acompanyada de vòmits, 

diarrea i exantema. En la infecció respiratòria, el temps d’incubació és de 4-7 dies i la clínica 

característica és la tos. Alguns serotips poden arribar a causar bronquitis aguda, bronquiolitis i 

pneumònia 78. 

Diagnòstic 

Els EV es poden detectar mitjançant el cultiu cel·lular convencional o el shell-vial. Encara que es 

multipliquen bé en gran una varietat de línies cel·lulars, no hi ha línia una cel·lular que pugui detectar 

tots els (sero)tips a la vegada, és per això que es requereix normalment una combinació de 3 a 4 línies 

cel·lulars diferents per intentar detectar tots els serotips possibles. Segons la línia cel·lular on s’aïlla el 

virus, és necessària la diferenciació entre EV i els RV. Els mètodes moleculars ofereixen la possibilitat de 

detectar els diferents EV existents. Actualment hi ha proves moleculars comercials disponibles per al 

diagnòstic, especialment dirigides al gènere Enterovirus, i no totes diferencien entre els RV i els EV 23. 
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Profilaxis i tractament 

Actualment no existeixen vacunes front els EV (excepte pels poliovirus), degut a la gran varietat de 

serotips que existeixen. Degut a la principal via de transmissió dels EV, evitar el contacte amb persones 

infectades sembla ser la profilaxis més recomanable per als nadons i els pacients immunodeprimits. 

No existeix un tractament antiviral específic front les infeccions per EV. Les immunoglobulines s’han 

utilitzat en casos de miocarditis causada per EV, en les infeccions neonatals i en immunodeprimits en 

casos d’afectació neurològica 78. També s’ha administrat com a profilaxis per reduir el risc de paràlisi en 

pacients amb infeccions greus per EV. En desenvolupament està també l’ús d’interferó beta també pel 

tractament de pacients amb miocarditis viral causada per una infecció d’EV. Així mateix, una combinació 

d’ambdós fàrmacs s'ha utilitzat per tractar a pacients amb fibromiàlgia i infecció per EV. 

ADENOVIRUS 

Generalitats 

Els adenovirus (AdV) pertanyen a la família Adenoviridae i al gènere Mastadenovirus (veure taula 1). Són 

virus que infecten a mamífers, dels quals 63 serotips diferents infecten habitualment a l’home. Els 

adenovirus humans es divideixen en 7 espècies o subgrups: A fins G que comprenen els 63 serotips. En 

humans, són causants de malalties com infeccions respiratòries, gastroenteritis, conjuntivitis i cistitis, i 

malaltia febril en els nens petits. Tenen especificitat d’hoste i només infecten una sola espècie d’animal 

vertebrat durant tot el seu cicle vital. 

Antecedents històrics 

Es van aïllar adenovirus humans per primera vegada en 1953 a partir de les amígdales, d’on deriva el 

nom, i de les secrecions respiratòries dels nens i soldats, tot i que no va ser fins al 1976 que es va definir 

la família Adenoviridae. Inicialment es va dividir en dos gèneres, els Mastadenovirus (que infecten 

mamífers, inclosos els éssers humans) i els Aviadenovirus (que infectaven aus), i més tard, es van crear 

dos nous gèneres, els Atadenovirus (que infecten rèptils i bestiar) i els Siadenovirus (que infecten 

granotes i galls d’indis). La classificació inicial dels adenovirus es basava en la seva capacitat de ser 
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neutralitzats per un antisèrum animal específic. La classificació actual està basada en la serologia i la 

seqüenciació genòmica 80, 81. 

Estructura vírica 

Els AdV són virus sense embolcall, amb una nucleocàpsida de simetria icosaèdrica (20 cares triangulars 

amb 12 vèrtexs i 30 arestes) d’aproximadament 70-100 nm de diàmetre, que contenen una sola 

molècula de DNA bicatenari no segmentat de 30-38 kilobases. El genoma codifica 40 proteïnes. 

Respecte a la nucleocàpsida, cada cara triangular conté unes unitats proteiques anomenades hexons 

(per la seva forma d’hexàmer) que cobreixen la superfície de la cara pel centre i els costats (12 hexons 

per cara, 240 per partícula vírica), mentre que al vèrtex de la cara les proteïnes tenen forma pentagonal 

i s’anomenen pentons. Dels vèrtexs, i per tant dels pentons, sobresurten unes projeccions (fibres) que 

varien de mida segons el serotips de virus 81. El genoma codifica també la proteïna terminal (TP) que 

serveix com a iniciador de la replicació, les proteïnes bàsiques X, V i VII semblants a les histones que 

estabilitzen el DNA víric i una proteasa viral que ajuda a la maduració dels virions (veure figura 9). 

Tant la base dels pentons 

com les fibres serveixen al 

virus per a la unió amb la 

cèl·lula hoste, iniciant el 

procés d’infecció. Els AdV 

de diferents especies i 

grups utilitzen diferents 

tipus de receptors 

cel·lulars per entrar a 

l’interior de la cèl·lula. En 

especial, s’ha estudiat la 

unió als receptors CAR i a 

les glicoproteïnes CD46, 

CD80 i CD86, per part dels 

AdV dels grups C, B i D 81. 

Figura 9 

Estructura dels virions del gènere Mastadenovirus, corresponent a 

l’estructura bàsica dels adenovirus. Adaptat de Viralzone. 

(http://viralzone.expasy.org/). 

La simetria és T=25. La càpsida icosaèdrica es compon de 12 

capsòmers pentamèrics i 240 capsòmers hexamèrics, amb un total de 

1.500 proteïnes a la càpsida. 
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Un cop a l’interior, s’allibera la càpsida viral al citoplasma i es transporta cap al nucli on s’iniciarà la 

multiplicació viral. Els virions s’assemblen dins del nucli i finalment són alliberats per lisi cel·lular. 

Epidemiologia 

Els AdV tenen una distribució geogràfica universal. Es tracta d’uns virus molt ubics, que s'han recuperat 

de totes les zones del món on s'han buscat. Les infeccions per AdV són endèmiques, tot i que poden 

manifestar-se com brots epidèmics. Les infeccions respiratòries es donen amb més freqüència a finals 

de l'hivern, a la primavera i a principis de l'estiu en les zones amb climes temperats, tot i que causen 

infecció durant tot l’any 80. La majoria dels nens han estat exposats a diversos tipus d’AdV quan 

comencen l’escola i pràcticament el 100% de les persones adultes han estat en contacte amb algun 

tipus d’AdV 81. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

Els AdV són estables front agents físics i químics i condicions de pH adverses, el que els confereix una 

llarga supervivència fora de les cèl·lules hoste i gran potencial de propagació. També són capaços de 

sobreviure a la congelació amb una mínima pèrdua d'infectivitat. Aquestes característiques fa que 

tinguin una fàcil transmissió, especialment a les guarderies, col·legis, hospitals, campaments i centres 

militars 80, 81. 

Els AdV causants de gastroenteritis es transmeten via fecal-oral; els causants d’infecció respiratòria es 

transmeten principalment per aerosols o contacte amb superfícies contaminades i autoinoculació; i en 

el cas de la conjuntivitis, les principals vies de transmissió són l’aigua contaminada, sobretot en piscines, 

i a través de material oftalmològic contaminat. Els casos de transmissions neonatals, es donen per la 

infecció del nadó al passar pel canal vaginal en el moment del part. També s’han descrit infeccions en 

trasplantaments de fetge o ronyó 81. 

Clínica i simptomatologia 

Els diferents serotips que afecten als humans i les diferents malalties que causen es mostren a la taula 

4. 
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Taula 4 

Classificació dels adenovirus d'acord amb el perfil epidemiològic i clínic. 

Grup Serotip Perfil epidemiològic i clínic 

A 
12, 18, 31 Infecció intestinal asimptomàtica en nens 

61 Gastroenteritis aguda 

B 

3, 7, 16, 50 
Epidèmies en nens i adults joves. Faringitis i pneumònia de 

vegades greus (3 i 7) 

14, 21, 55 Epidèmies d’infecció respiratòria 

11, 34, 35 Cistitis hemorràgica i infecció renal asimptomàtica 

C 1, 2, 5, 6, 57 

Infecció endèmica en els nens petits. 

Adenofaringitis - adenitis mesentèrica - infecció latent del 

teixit limfoide 

D 

8, 9, 19, 37, 53, 54, 56 Queratoconjuntivitis epidèmica 

10, 13, 15, 17, 20, 22-30, 32, 33, 

36, 38, 39, 42-49, 51, 63 
Infecció asimptomàtica 

58 Infecció respiratòria en pacients amb VIH 

59 Infecció intestinal en pacients amb VIH 

E 4 Brots esporàdics d'infecció respiratòria 

F 40, 41 Brots de gastroenteritis en nens 

G 52 Gastroenteritis aguda 

Adaptada de Feghoul, 81. 

Els AdV causen infeccions variades, es donen sobretot a les vies respiratòries, als ulls, al tracte 

gastrointestinal i amb menys freqüència al tracte urinari i al fetge. Ens alguns casos també s’han descrit 

infeccions al pàncrees, el miocardi i al sistema nerviós central. En pacients immunocompetents, la 

majoria de les infeccions per AdV són subclíniques. La malaltia causada es defineix segons el tropisme 

que presenten les diferents espècies. 

Els AdV del grup B (serotips 3, 7, 14, 16, 21, 50 i 55), C i E són els principals responsables de les infeccions 

respiratòries. Els del grup D causen principalment infeccions als ulls. Els del grup A, F i G causen 

principalment les gastroenteritis associades als AdV i els del grup B (serotips 11, 34 i 35) donar 

infeccions ronyó i tracte urinari. Encara que la majoria de les infeccions per AdV són benignes, poden 

ocórrer infeccions fatals, especialment en pacients immunodeprimits (veure taula 4). 
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En el cas de la infecció respiratòria, el temps d’incubació dura generalment entre 5 i 10 dies. Els pacients 

són contagiosos durant tota la fase simptomàtica, però poden seguir eliminant virus temps després de 

la infecció. Els símptomes més comuns són febre, congestió nasal, mal de gola i tos. Tot i que un 50% 

d’aquestes infeccions cursen de manera asimptomàtica, en nens, alguns casos es poden presentar 

complicacions amb quadres de tos no productiva que recordarien a la tos ferina. 

Aquests virus prenen especial importància en el cas de la malaltia respiratòria aguda que ocorre en 

forma d’epidèmies entre els militars. Els símptomes es presenten com una faringitis febril (sovint 

incloent adenitis) amb símptomes de mal de coll i tos, de vegades rinitis aguda, mal de cap i mal de pit, 

símptomes que es poden confondre amb la faringitis estreptocòccia i la mononucleosis. Les 

complicacions amb pneumònia són poc freqüents. Els serotips principals causants d’aquesta malaltia 

són els AdV 4 i 7 81. 

Diagnòstic 

L'aïllament del virus en cultiu cel·lular proporciona l'evidència més concloent d’infecció i ofereix 

l'oportunitat de determinar l'espècie. Tots els serotips d'AdV, excepte 40 i 41, s'aïllen fàcilment en cultius 

de cèl·lules d'origen humà, especialment A-549, Hep-2 i HeLa. La detecció d'antígens d'AdV, s’utilitza 

sobretot per al diagnòstic de les infeccions respiratòries i la gastroenteritis, tot i que al ser menys 

sensible que el cultiu, no està recomanada per al diagnòstic en pacients immunodeprimits. Les 

tècniques de PCR poden detectar tots els serotips, degut a que els encebadors es dirigeixen contra les 

regions conservades dels hexons 81. 

Profilaxis i tractament 

A causa de l’elevada prevalença de la malaltia respiratòria aguda en els reclutes militars, al 1970 l’exèrcit 

dels Estats Units va desenvolupar vacunes orals vives contra els serotips 4 i 7. Amb la introducció de la 

vacuna, es van reduir tan significativament la morbiditat i la mortalitat causada per aquests serotips, 

que al 1996 es va abandonar la producció considerant que ja no circulaven els serotips causants. No 

obstant, una re-aparició dels brots epidèmics va fer que al 2011 es desenvolupés una segona generació 

de la vacuna oral, dirigida a militars d’entre 17 i 50 anys. Actualment no hi ha vacuna disponible front 

les infeccions per AdV per a les poblacions no militars 81. 
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Les infeccions per AdV causen una resposta immune amb anticossos capaços de protegir contra 

reinfeccions d’un mateix serotip, i degut a que la majoria de les infeccions tenen caràcter lleu, el 

tractament es reserva generalment per a pacients immunodeprimits i en casos d’infeccions greus. 

No existeix encara un antiviral específic per tractar les infeccions per AdV. La majoria de tractaments es 

basen en l’ús d’antivirals que s’utilitzen per altres infeccions, com la ribavirina, ganciclovir, vidarabina o 

el cidofovir. El cidofovir, un anàleg de la citosina amb alta afinitat per la DNA polimerasa vírica, és 

l’antivíric més actiu en estudis in vitro. Els estudis més recents s’enfoquen amb l’ús de profàrmacs que 

es transformen en cidofovir al metabolitzar-se i que permeten una administració oral 81. 

BOCAPARVOVIRUS 

Generalitats 

Els bocaparvovirus (HBoV) pertanyen a la família Parvoviridae i al gènere Bocaparvovirus (veure taula 1). 

Infecta principalment a humans, gats i gossos, on en el cas dels humans tenen tropisme per les cèl·lules 

del tracte respiratori. Actualment, es coneixen com causants d’infeccions al tracte respiratori 

principalment en nens menors de 5 anys d’edat 82, 83. Actualment es reconeixen dues espècies diferents: 

bocaparvovirus de primat 1 i 2. 

Antecedents històrics 

El HBoV es va descriure per primera vegada l’any 2005 a Suècia 84. Es va aïllar, mitjançant mètodes 

moleculars, de mostres de moc nasofaringi obtingudes de nens amb infecció del tracte respiratori 

inferior. Actualment la seva detecció està inclosa en molts estudis d’infecció respiratòria degut a 

l’augment de l’ús de mètodes moleculars pel diagnòstic d’aquestes infeccions. 

Estructura vírica 

Es tracten de virus petits, sense embolcall, amb una nucleocàpsida isomètrica d’un diàmetre aproximat 

de 18 a 26 nm, que contenen una sola molècula de DNA de cadena senzilla, polaritat negativa i una 

longitud d'aproximadament 5,5 kilobases. El genoma viral codifica proteïnes estructurals i no 
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estructurals. Els gens de les proteïnes no estructurals representen regions conservades, mentre que els 

gens que codifiquen per proteïnes de la càpsida (CP) tenen una major variabilitat 83. 

Les proteïnes no estructurals són dues, 

les NS1 i NP-1, però es desconeix el seu 

paper exacte, tot i que es creu que la 

NS1 podria participar en la replicació del 

virus 82. Les proteïnes estructurals també 

són dues: les proteïnes virals 1 (VP1) i 2 

(VP2), idèntiques en seqüència, i que 

només es diferencien en la regió final de 

la VP1, anomenada regió única de VP1 

(VP1u). Aquesta regió té activitat 

fosfolipasa i és important per la infecció 

viral, ja que afavoreix l’entrada al nucli 

dins la cèl·lula hoste 82, 83. L’activitat 

immunògena estaria determinada per 

les proteïnes VP1 i VP2 (veure figura 10). 

Es desconeix amb exactitud el procés de replicació dels HBoV. Els estudis realitzats amb animals 

suggereixen que aquests virus causen infecció a l’epiteli respiratori i a l’epiteli intestinal, així com als 

òrgans limfàtics 82. 

Epidemiologia 

Tenen distribució universal, s’ha detectat a països d’Europa, Àsia, Oceania i Amèrica. Mostren una 

distribució estacional principalment durant l’hivern i primavera. No obstant, la veritable incidència i 

estacionalitat encara són desconegudes 83. La prevalença de la infecció respiratòria per HBoV varia de 

2,7 a 19%, principalment en nens menors de 2 anys d'edat 83. Els casos d'infecció primària, es donen 

normalment en lactants i nens menors de 5 anys. Els HBoV també s’han detectat en persones 

asimptomàtiques, nens i adults, tant en el tracte respiratori com el en tracte gastrointestinal 82, 83. 

 

Figura 10 

Estructura dels virions del gènere Bocaparvovirus, 

corresponent a l’estructura bàsica dels bocaparvovirus. 

Adaptat de Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/). 

La simetria és T=1. La càpsida icosaèdrica es compon de 

12 capsòmers pentamèrics, amb un total de 60 proteïnes 

a la càpsida. 
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Mecanismes i rutes de transmissió 

Els principals estudis realitzats han demostrat la presencia de HBoV en mostres del tracte respiratori, 

en mostres fecals, en mostres sanguínies i urinàries 83. Es desconeixen les vies reals de transmissió dels 

HBoV. Segons els llocs on es replica el virus, es creu que les vies de contagi principals serien la 

transmissió aèria per aerosols, la transmissió per contacte amb superfícies contaminades i 

autoinoculació, i la transmissió fecal-oral 82. 

Clínica i simptomatologia 

Es desconeix el període d’incubació del virus. En el cas de la malaltia respiratòria, els símptomes es 

presenten com una infecció del tracte respiratori superior amb tos, febre, conjuntivitis, rinitis aguda, 

faringitis, laringitis i otitis; o com una infecció del tracte respiratori inferior amb símptomes de 

pneumònia, obstrucció bronquial, bronquiolitis i tos. En pacients asmàtics podria causar 

descompensació 83. 

Degut a que en molts estudis es va detectar el HBoV amb un alt percentatge de coinfecció amb altres 

virus respiratoris i amb algunes bactèries, inicialment es va replantejar el seu rol com a veritable causant 

d’una infecció. Actualment, en estudis més recents, s’ha determinat que les infeccions agudes per HBoV 

estan associades amb la presència del DNA viral en sang, i que per tant el seu diagnòstic no ha de ser 

únicament per la PCR en mostres respiratòries, sinó que s’hauria d’acompanyar d’una prova serològica 

83, 85. 

Diagnòstic 

La detecció dels HBoV es realitza amb mètodes moleculars, ja que les línies cel·lulars habituals no 

permeten la seva multiplicació. A més fins al moment no s’han desenvolupat tècniques per la detecció 

d’antígens d’aquests virus 82. 

Profilaxis i tractament 

Actualment no hi ha cap vacuna disponible, ni s’han descrit antivirals actius front les infeccions per 

HBoV 7. 
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CORONAVIRUS 

Generalitats 

Els coronavirus (HCoV) pertanyen a la família Coronaviridae, subfamília Coronavirinae (veure taula 1). Es 

tracta d'un grup de virus grans que poden causar diferents malalties en l’esser humà, des d‘un refredat 

comú fins a malalties més greus. També poden causar diferents malalties en animals, com 

gastroenteritis, alteracions hepàtiques i neurològiques. Actualment es coneixen 6 tipus de coronavirus 

humans, diferenciats en dos gèneres, el gènere Alphacoronavirus amb els HCoV-229E i els HCoV-NL63; 

i el gènere Betacoronavirus amb els HCoV-HKU1, els SARS-CoV, el betacoronavirus 1 (antiga soca HCoV-

OC43) i el MERS-CoV. 

Antecedents històrics 

Els primers coronavirus humans, HCoV-OC43 i HCoV-229E, es van identificar a mitjans de la dècada de 

1960 a Gran Bretanya i Estats Units, respectivament, com causa de infecció del tracte respiratori superior 

autolimitada i lleu 45. 

Al 2003 es va identificar una infecció zoonòtica a Hong Kong i la Xina, la qual es va propagar 

posteriorment entre humans, creant una pandèmia que es va estendre a diversos països, es va 

anomenar síndrome respiratòria aguda greu (SARS, per les seves sigles en anglès Severe Acute 

Respiratory Syndrome), i estava causada per un coronavirus que es va anomenar SARS-CoV 23. 

El HCoV-NL63, va ser descobert l’any 2004 als Països Baixos a partir d’unes mostres provinents d’un 

nen de 7 mesos d'edat, que presentava símptomes de bronquiolitis i conjuntivitis. La seqüenciació del 

genoma del virus va indicar que no era una recombinació i que era genèticament diferent als altres 

HCoV coneguts 86. El HCoV-HKU1, també es va descobrir l’any 2004 a Hong Kong, a partir de mostres 

respiratòries obtingudes d’un pacient de 71 anys d'edat amb pneumònia. Es va determinar com un nou 

HCoV, el qual presentava tres genotips diferents, A, B, i C. D’aquests, els genotips A i B són més 

freqüents que el C 87. 

Finalment, al 2012 va aparèixer una nova malaltia respiratòria greu a l’Aràbia Saudita, la qual també es 

va estendre a altres països, causant diverses morts i interès internacional per part de la OMS. Es va 
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anomenar síndrome respiratòria d’orient mig (MERS) i estava causada per un nou HCoV del gènere 

Betacoronavirus, el MERS-CoV 88. 

Estructura vírica 

Tots els HCoV comparteixen estructura. Es tracta de virus embolcallats amb un genoma format per una 

cadena simple de RNA, de polaritat positiva i simetria helicoïdal. Tenen un diàmetre aproximat de 80-

100nm, i són els virus de RNA més grans que es coneixen. L’embolcall deriva de les membranes 

intracel·lulars en comptes de la membrana plasmàtica de la cèl·lula hoste. El genoma té una mida 

aproximada de 27-32 kilobases, i és precisament la gran mida d’aquest genoma la que afavoreix una 

elevada taxa de mutacions. 

El genoma de tots els HCoV codifica 4 

proteïnes estructurals grans, la proteïna 

espicular (S) responsable de la unió a les 

cèl·lules diana, la proteïna de membrana 

(M) que contribueix a la unió de la 

nucleocàpsida a les membranes interiors de 

la cèl·lula hoste, la proteïna d’embolcall (E) 

que forma part de la membrana vírica, i la 

proteïna de la nucleocàpsida (N) on s’uneix 

el genoma víric. En alguns HCoV també s’ha 

trobat un domini addicional que codifica 

una proteïna anomenada hemaglutinin-

esterasa (HE), implicada en l’alliberació dels 

virions de dins la cèl·lula hoste on s’han 

replicat (veure figura 11) 89. 

La proteïna S és l’encarregada de la unió del virus als receptors cel·lulars. Els HCoV s’uneixen a diferents 

receptors cel·lulars i es classifiquen en diferents grups segons quin utilitzen. Els del grup 1, com el 

HCoV-OC43, utilitzen l’aminopeptidasa (APN o CD13); els del grup 2, com el SARS-CoV, utilitzen el 

receptor ACE-2 (per les seves sigles en anglès: Angiotensin Converting Enzyme); i els del grup 3 encara 

se’n desconeix el receptor (veure figura 11). 

Figura 11 

Estructura dels virions de la subfamília Coronavirinae, 

a la qual pertanyen els coronavirus. Adaptat de 

Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/) 
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Epidemiologia 

Les infeccions per HCoV-OC43 i 229E són més comuns durant els mesos d'hivern i tenen distribució 

universal. No es tracta d’infeccions constants, ja que poden ocórrer en intervals de 3 a 4 anys. En el cas 

dels HCoV-NL63, s’ha trobat arreu del món i les infeccions que causa ocorren predominantment durant 

els mesos d’hivern en climes temperats, amb un pic al novembre, mentre que en els climes tropicals i 

subtropicals, les infeccions es produirien durant la primavera o l’estiu. Per últim, el HCoV-HKU1 també 

te distribució universal, i els estudis revelen que causa infeccions durant tots els mesos de l’any excepte 

al juliol, amb un pic al desembre. No obstant, no causa infeccions cada any, pel que es creu que té 

variació temporal i geogràfica 45. 

Mecanismes i rutes de transmissió 

Els HCoV es propaguen presumiblement per via respiratòria, a través d’aerosols. Els HCoV normalment 

només infecten a membres d’una mateixa espècie, no obstant, alguns HCoV animals són capaços 

d’infectar humans donant lloc a epidèmies arreu del món. 

Clínica i simptomatologia 

Els HCoV-229E i OC43, causen infecció del tracte respiratori superior autolimitada i lleu, amb una gran 

varietat de signes i símptomes que inclouen tos, secreció nasal, mal de coll i febre. El període d'incubació 

és d’uns 3 dies i els símptomes poden durar fins a una setmana. Tot i que les infeccions són generalment 

locals, es pot arribar a disseminar causant infeccions d'oïda, bronquiolitis i pneumònies en pacients 

immunodeprimits i nadons, i causar també infeccions nosocomials entre el personal hospitalari. Són els 

causants d’aproximadament un terç dels refredats comuns i en general, el 50% de les persones que 

s’infecten presenten símptomes 45. 

Els HCoV-NL63 causen també malaltia respiratòria lleu, encara que alguns estudis el relacionen com a 

causa de crup. El període d’incubació és semblant als altres HCoV així com el període d’excreció del 

virus. Aquests HCoV es solen trobar en coinfecció amb altres virus respiratoris. Aquestes coinfeccions 

són especialment importants en els pacients hospitalitzats ja que poden causar un malaltia més greu i 

amb un curs més llarg. En el cas dels HCoV-HUK1 els símptomes més freqüents que causen són rinorrea, 
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tos i febre. Poden arribar a causar bronquiolitis, pneumònia i exacerbacions asmàtiques en nens i adults 

immunodeprimits 45. 

Altres coronavirus 

SARS-CoV. A finals del 2002, es va observar una nova síndrome al sud de la Xina, i es va denominar 

síndrome respiratòria aguda greu (SARS), la qual es caracteritzava per febre de més de 38ºC, mal de cap, 

malestar general, i dolors. Els símptomes respiratoris inicials són lleus durant uns dies on el pacient 

desenvolupa una tos no productiva i respiració dificultosa. La dificultat respiratòria pot causar la mort 

en un 3-30% dels casos. La infecció és una zoonosi que afecta a rats penats i humans, la qual va 

evolucionar de manera molt eficient en la transmissió humà-humà, causant una pandèmia que es va 

estendre a 26 països en quatre setmanes. El primer brot de SARS-CoV va ser a l'abril 2003 i va durar 

fins l’agost del mateix any, i durant aquest temps, va causar gairebé 8.000 casos a nivell mundial i 775 

morts. Des de llavors, només s’han registrat un petit nombre de casos produïts per accidents de 

laboratori o, possiblement, per transmissió de l'animal a l’home a la Xina 23, 90. 

MERS-CoV. Els primers casos de síndrome respiratòria d’orient mig (MERS) es van detectar l’any 2012 a 

la península aràbiga. Es tracta d’una malaltia respiratòria nova en humans. Els símptomes principals són 

febre, tos i dificultat per respirar. A més dels símptomes propis de la infecció del tracte respiratori 

inferior greu, també es poden donar signes i símptomes gastrointestinals com diarrea, vòmits i dolor 

abdominal. La infecció és per zoonosi a través dels rats penats, la qual hauria arribat fins als humans a 

través de la infecció directa o per la infecció de camells. Des de que es va reportar per primera vegada, 

el MERS-CoV ha causat malaltia greu, inclosa la mort, en diferents països del món, sobretot després de 

la propagació a Estats Units i diferents països d’Europa. No obstant, es creu que les morts causades es 

deurien a que aproximadament el 75% dels pacients infectats tenien almenys una malaltia subjacent 88, 

91. 

Diagnòstic 

Els únics HCoV humans que s’han pogut aïllar fina al moment en cultiu cel·lular han estat els HCoV-

229E i el OC43, ja que la majoria de HCoV no es multipliquen en els cultius cel·lulars disponibles. Així 

mateix, la detecció d’antigen s’ha descrit per a la identificació dels HCoV-229E i el OC43, el SARS-CoV i 
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el HCoV-HKU1, però no està disponible per la resta de HCoV. Actualment, el mètodes moleculars són 

els més adequats per detectar els diferents HCoV existents 23. 

Profilaxis i tractament 

Actualment no hi ha cap vacuna disponible, ni s’han descrit antivirals actius front les infeccions per 

causades pels HCoV. No obstant això, degut a l’aparició del SARS-CoV i posteriorment del MERS-CoV, 

van augmentar el nombre d’estudis dedicats a la investigació d’antivirals específics per aquest grup de 

virus. Aquestes investigacions es van centrar sobretot en tractar la malaltia, utilitzant antivirals com la 

ribavirina, el lopinavir (un inhibidor de la proteasa principal que utilitza el virus per processar les seves 

proteïnes virals) i també l’oseltamivir, entre d’altres 7, 92. 

D’altra banda s’han realitzat estudis prometedors amb inhibidors de la unió i la fusió del virus i també 

d’altres que combinen els diferents interferons amb ribavirina, però els resultats obtinguts varien segons 

si els estudis són in vitro o in vivo 7. 

ALTRES VIRUS CAUSANTS DE MALALTIA RESPIRATÒRIA 

A banda dels virus respiratoris principals, existeixen també altres virus que no es consideren 

estrictament virus respiratoris però que poden causar patologia al tracte respiratori. És el cas de 

l’herpesvirus humà 1 (virus herpes tipus 1); l’herpesvirus humà 3 (virus varicel·la-zòster); l’herpesvirus 

humà 5 (citomegalovirus), l’herpesvirus humà 4 (virus Epstein Barr), el virus del xarampió, el virus de les 

galteres, els hantavirus i els parechovirus humans. D’altra banda, altres virus com els mimivirus, els 

poliomavirus KI i WU s’han relacionat recentment, mitjançant les tècniques moleculars, amb mostres 

respiratòries de pacients amb quadre clínic d’infecció respiratòria, tot i que fins ara no s’ha establert el 

seu paper com a agents causals de malaltia respiratòria de manera definitiva 2, 4. 

Herpesvirus humà tipus 1. El virus herpes tipus 1 (HHV-1) es transmet per gotes respiratòries i per 

contacte directe. La primoinfecció sol cursar de manera asimptomàtica, no obstant pot causar 

faringoamigdalitis i/o gingivoestomatitis herpètica, les quals poden arribar a causar febres altes. 

Aquests virus romanen latents a les neurones sensorials (ganglis) i poden produir reactivacions al llarg 

de tota la vida 93, 94. 
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Herpesvirus humà tipus 3. El virus varicel·la-zòster o virus de l’herpes humà tipus 3 (HHV-3), es coneix 

com a varicel·la en la infecció primària, una malaltia infantil molt comú que cursa amb exantema 

vesicular i és generalment lleu i autolimitada. La infecció es torna més greu en els adults, nadons i 

pacients immunodeprimits. El zòster, "herpes zòster", és la manifestació clínica de la reactivació del 

HHV-3 latent. Aquest virus es transmet per contacte directe o a través de gotetes, i també per 

transmissió aèria quan el títol víric és molt elevat, sobretot en col·legis 95, 96. Aquests virus romanen 

latents i poden produir reactivacions al llarg de tota la vida. 

Herpesvirus humà tipus 4. El virus de l’Epstein Barr pertany a la família Herpesviridae, i es coneix com 

a virus herpes tipus 4 (HHV-4). Aquest virus es troba present a la saliva, i el contagi es produeix a per 

intercanvi de saliva (petons, gots, coberts). Es tracta del principal causant de la malaltia coneguda com 

a mononucleosi infecciosa, que es caracteritza per febre, fatiga prolongada, limfocitosis, 

esplenomegàlia i amigdalitis i faringitis, entre d’altres símptomes. Després de la primoinfecció, el virus 

estableix una latència de per vida 97, 98. 

Herpesvirus humà tipus 5. Els citomegalovirus pertanyen a la família Herpesviridae, i es tracta del virus 

herpes tipus 5 (HHV-5). La infecció pot ser asimptomàtica, o causar, malaltia generalitzada greu. La 

infecció per HHV-5 pot produir un quadre de mononucleosi, més lleu que el produït pel herpesvirus 4, 

i en pacients immunodeprimits pot causar pneumònia i malaltia disseminada. Es transmet per 

secrecions respiratòries, i la infecció es produeix per contacte directe, estret i prolongat 99, 100. Aquests 

virus romanen latents i poden produir reactivacions al llarg de tota la vida. 

Hantavirus. Els Hantavirus pertanyen a la família Bunyaviridae, gènere Hantavirus. Es tracta d’un gènere 

que agrupa diversos virus RNA. La infecció per aquests virus es transmet a l’ésser humà a través de 

rosegadors infectats. En humans generalment produeixen dos tipus d’afeccions: la febre hemorràgica 

amb síndrome renal, o la síndrome pulmonar per hantavirus, una afecció pulmonar molt greu que es 

caracteritza per febre alta, miàlgies, mal de cap, tos, dificultat respiratòria aguda i també nàusees i 

vòmits 101, 102. 

Virus del xarampió. El virus del xarampió pertany a la família Paramyxoviridae, gènere Morbillivirus. El 

virus del xarampió es transmet a partir de les secrecions respiratòries per via aèria o per contacte directe. 

El xarampió és una malaltia altament contagiosa i de gravetat relativa. El símptoma principal és un 

exantema, però també sol produir febre, malestar general, rinitis aguda, tos i conjuntivitis. Les 
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complicacions més comunes solen afectar al tracte respiratori i poden ser causants d’otitis mitjana, crup 

i pneumònia 103, 104. 

Virus de les galteres. El virus de les galteres pertany a la família Paramyxoviridae, gènere Rubulavirus. 

La malaltia causada per aquests virus es coneix com galteres (parotiditis), una malaltia altament 

contagiosa i autolimitada, on els símptomes principals són febre, dolor muscular, mal de cap, cansament 

i sobretot una inflamació dolorosa de les glàndules salivals. La infecció es produeix a traves de la 

inhalació d’aerosols que continguin el virus 105, 106. 

Parechovirus. Són virus que s’inclouen dintre la família Picornaviridae, gènere Parechovirus, on 

s’agrupen els parechovirus humans (HPeV) del 1 al 16. Els parechovirus estaven classificats anteriorment 

com a membres del gènere Enterovirus (els echovirus 22 i 23), ja que causaven un efecte citopàtic molt 

similar en cultiu cel·lular. Posteriorment amb estudis filogenètics es van classificar en un gènere propi. 

Aquests virus tenen una distribució universal i estan associats a malalties semblants a les causades per 

EV tals com malalties respiratòries, meningitis asèptica, encefalitis i síndromes similar a la sèpsia 

neonatal 107. 

Mimivirus. Els mimivirus pertanyen a la família Mimiviridae, gènere Mimivirus. Es tracta d’uns virus de 

grans dimensions amb DNA de doble cadena. Es va descobrir al 1992 mentre s’estudiava la legionel·losis 

i es va identificar posteriorment al 2003. Inicialment es va confondre amb una bactèria, ja que “imitava” 

(en anglès mimic) les tincions de gram positius, d’on en deriva el nom. Actualment s'està investigant 

sobre el seu paper en quadres greus de malaltia pulmonar, tot i que les publicacions són contradictòries 

108. 

Poliomavirus. Pertanyen a la família Polyomaviridae, gènere Polyomavirus. Actualment s’ha descobert 

els poliomavirus WU i KI en les vies respiratòries, sèrum i femta de nens, tant immunocompetents com 

immunodeprimits, i en adults. Aquests virus s’han detectat per diversos estudis moleculars en mostres 

de nens amb infecció de les vies respiratòries i en nens asimptomàtics. Es requereixen estudis 

addicionals per determinar el seu veritable paper patogènic 23. 
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DIAGNÒSTIC ETIOLÒGIC 

El principal objectiu dels mètodes de diagnòstic microbiològic per la detecció dels virus respiratoris és 

determinar l’agent etiològic causal de la infecció. El diagnòstic etiològic és imprescindible per establir 

un tractament específic amb antivirals, així com reduir l’administració de tractaments antibacterians 

innecessaris, establir el pronòstic i limitar l’extensió de la infecció 4, 44. 

Actualment, existeixen una gran varietat de tècniques microbiològiques de diagnòstic que permeten la 

detecció de la majoria de virus respiratoris. Cada laboratori s’ha d’adaptar a les necessitats pròpies i 

determinar quins són els mètodes més apropiats per al diagnòstic basant-se en el tipus d'hospital, les 

característiques de la població que atén, la dotació de personal i la seva pròpia infraestructura 6. 

Els mètodes de diagnòstic per a la infecció respiratòria vírica són l’aïllament en cultiu cel·lular, la detecció 

d’antígens, la detecció d’àcids nucleics i la serologia. No obstant, el diagnòstic serològic és poc útil ja 

que les infeccions respiratòries virals són molt prevalents, ocasionen freqüents reinfeccions i només fan 

afectació local, fonamentalment a la mucosa respiratòria 6 amb poca resposta serològica i per tant, no 

s’inclouen en aquest capítol. 

MOSTRES: TIPUS, RECOLLIDA I TRANSPORT 

Un dels aspectes més importants del diagnòstic virològic és l’obtenció de la mostra, el seu transport al 

laboratori i el seu processament. Un diagnòstic pot ser erroni si no es treballa en les condicions òptimes 

i no es compleixen els protocols establerts per l’obtenció i transport adequat de les mostres al 

laboratori. La qualitat de la mostra, és a dir que s’hagi obtingut adequadament, és cabdal a l’hora de la 

interpretació del resultat. 

La majoria de virus s’eliminen durant un període curt de temps, corresponent amb la fase aguda de la 

infecció. És durant aquest espai de temps quan és òptima la recollida de mostres, ja que l'excreció de 

partícules virals disminueix progressivament amb el pas dels dies 4. 

El principal requisit necessari a l'hora de valorar les mostres obtingudes a partir del tracte respiratori és 

que aquestes continguin el major número possible de cèl·lules per assegurar una elevada càrrega viral. 

Existeixen diferents tipus de mostres útils per al diagnòstic virològic. Les mostres d’aspirat nasofaringi 
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són adequades per tots els virus i són òptimes per la detecció dels virus gripals, el RSV, els PIV i el RV. 

Els exsudats nasals i faringis són òptims per a la detecció dels AdV i els EV. En el cas de les rentades 

broncoalveolars, serveixen per les infeccions del tracte respiratori inferior. També són útils les biòpsies 

pulmonars obtingudes en una necròpsia per determinar la causa d’una mort 4, 6. 

El transport de les mostres al laboratori s'ha de fer en un termini d'entre 24 i 48 hores a una temperatura 

d'entre 2 i 8ºC, però mai congelar, per tal de garantir la màxima viabilitat de les partícules víriques. La 

raó ve donada pel fet que alguns virus són làbils a temperatura ambient i que la congelació i descongelació 

provoca una disminució considerable del nombre de partícules infeccioses. Així mateix, sempre que sigui 

possible, és recomanable l’ús d’un medi de transport adequat que estabilitzi la mostra. Una conservació 

inadequada de la mostra o un retard en el seu processament, repercuteix negativament en el diagnòstic 

i en l’obtenció de resultats 6. 

TÈCNIQUES DE DETECCIÓ D’ANTIGEN 

La detecció d'antígens virals es va introduir en la dècada de 1970 i va proporcionar als laboratoris de 

virologia una alternativa a l’aïllament dels virus en cultiu cel·lular. 

Les tècniques de detecció d'antigen són tècniques immunològiques que es fonamenten en l'afinitat 

antigen-anticòs. Definim antigen com aquella molècula estructural o metabòlica que és reconeguda 

com estranya per l'organisme humà i que és capaç de desencadenar una resposta immunitària. D'altra 

banda, un anticòs és una gammaglobulina sintetitzada per les cèl·lules plasmàtiques en resposta a 

l'estimulació exercida per un antigen, amb el qual reacciona de manera específica, gràcies a la 

correspondència entre les seves estructures. Existeixen diferents mètodes de diagnòstics basats en 

aquesta reacció antigen-anticòs: la immunofluorescència (IF), la immunocromatografia (IC) o 

l’enzimoimmunoanàlisi (EIA). 

Es tracta principalment de tècniques ràpides que permeten la detecció de virus respiratoris en pocs 

minuts. Aquestes tècniques tenen un elevat rendiment en mostres pediàtriques, ja que aquestes 

pacients solen tenir una càrrega vírica més elevada i durant un període de temps més llarg que els 

adults 4, 44. 
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Aquestes tècniques permeten detectar l’antigen víric independentment que formi part de virus viables 

o no viables, i per tant no necessiten de partícules víriques amb capacitat infecciosa. Aquestes tècniques 

no han arribat a sensibilitats i especificitats equiparables al cultiu 6. Així mateix, generalment mostren 

una menor sensibilitat respecte als mètodes moleculars, però permeten un diagnòstic més ràpid, senzill 

i econòmic 4. 

Immunofluorescència 

Les tècniques d’immunofluorescència proporcionen un mitjà de diagnòstic basat en una reacció 

antigen-anticòs observable per un microscopi de fluorescència. Atributs com l'especificitat i el poc 

temps que requereix per preparar i observar la mostra, fan de la immunofluorescència una eina de 

diagnòstic ideal per infeccions virals de gran importància per a la salut pública, com és el cas de les 

causades per FLUAV o per RSV, entre d’altres 109. Aquestes tècniques tenen l’avantatge que permeten 

avaluar la qualitat de la mostra, ja que aquesta es veu reflectida en el número de cèl·lules de l’epiteli 

respiratori que es poden observar. 

Aquesta tècnica pot ser directa (IFD) o indirecta (IFI). La immunofluorescència directa utilitza l’anticòs 

marcat amb fluoresceïna (fluorocrom) i requereix d’un temps màxim de 45 minuts; mentre que la 

immunofluorescència indirecta l’anticòs no està marcat directament i en un segon pas s’utilitza un 

segon anticòs contra el primari marcat amb fluoresceïna i requereix d’un temps aproximat de 90 minuts 

per emetre un resultat vàlid 110. 

Es tracta d’una tècnica amb una elevada especificitat i sensibilitat, tot i que el rendiment depèn del virus 

detectat, del tipus de mostra, l’edat del pacient i el temps en el que es va recollir la mostra un cop van 

començar els primers símptomes 44. En el cas del RSV, la sensibilitat va del 84 al 99%, pel FLUAV s’estima 

entre un 62 i un 99%; per al FLUBV entre 66 i 87%; per als virus PIV (tipus 1 a 3) entre 63 i 72%; per 

l’AdV entre 51 i 58% 44 i per últim per el hMPV entre 69 i 80% 70. Per tal que la tècnica sigui sensible i 

específica, s’ha de realitzar juntament amb controls de qualitat dels reactius. 

Els diferents reactius per la immunofluorescència actualment disponibles tenen un baix cost. No 

obstant, la realització d’aquesta tècnica necessita d’un microscopi de fluorescència i d’un personal amb 

la formació adequada per poder interpretar els resultats. Un desavantatge important seria que no està 
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disponible per a altres virus que també són causa important de malaltia respiratòria, com els RV i EV, 

HBoV, HCoV (229E, OC43, NL63iHku-1) i PIV-4 4. 

Immunocromatografia 

Les tècniques d'immunocromatografia s’apliquen sobretot per a la detecció del RSV i els virus gripals, 

són fàcils de realitzar i no requereixen personal especialment entrenat. 

La tècnica es realitza en un suport de nitrocel·lulosa o niló on es troben absorbits a la línia de reacció 

anticossos en front a l'antigen que es busca i sobre la línia control els anticossos anti-conjugat, de 

manera que quan la mostra conté l’antigen, aquest flueix per la membrana quedant retingut a la línia 

de reacció. El conjugat, que també és un anticòs específic enfront l’antigen que es busca, està marcat 

amb una molècula, normalment or col·loïdal, que també flueix per la membrana, és retingut per 

l’antigen a la línia de reacció i per l’anticòs a la línia de control. En cas de mostres negatives que no 

continguin antigen, el conjugat és retingut únicament a la línia de control 111. 

Aquestes tècniques tenen l'avantatge addicional de poder realitzar una lectura visual dels resultats 

sense necessitat d'instrumental i ofereixen resultats ràpids (aproximadament 15-20 min). No obstant 

això, tenen una sensibilitat més baixa que les tècniques d’immunofluorescència. En el cas del RSV, la 

sensibilitat és d’aproximadament el 90% 112; i en el cas dels virus gripals, la sensibilitat varia des del 50 

fins al 90% 113, 114. En general, es tracta de mètodes especialment útils en èpoques de brots epidèmics i 

en població pediàtrica, on només els resultats negatius requeririen d'un segon anàlisi mitjançant alguna 

altra prova 112, 115. 

Enzimoimmunoanàlisi 

Les tècniques d’enzimoimmunoanàlisi es basen en l'existència de substàncies químiques (substrats) que 

per acció d'un enzim són transformades en un producte amb color que emet llum o fluorescència 

mesurable. Algunes proves d'EIA per a la detecció d'antigen es troben disponibles comercialment en 

formats molt pràctics. Els anticossos es troben fixats a una petita membrana nitrocel·lulosa o en 

micropouets amb diversos nivells d'automatització. 

En les infeccions respiratòries s'aplica principalment per al diagnòstic del RSV i els virus gripals. En 

general, la sensibilitat de la tècnica EIA s'ha estimat en un 95% pel RSV 116 i entre un 39 i un 76% per 
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als virus de la grip 117. No obstant això, els resultats d'especificitat solen ser bastant alts durant l’època 

de màxima circulació del RSV o dels virus gripals, per aquesta raó els resultats positius poden donar-se 

com veritables positius, mentre que els negatius requeririen d'un segon anàlisi mitjançant alguna altra 

prova 44. 

Aquesta prova es pot realitzar en 10-20 minuts, amb una manipulació senzilla ja que es tracta d'una 

tècnica amb una metodologia homogènia que evita la complexitat de l'examen directe i del cultiu 

cel·lular. No obstant això, són tècniques que requereixen fer diferents manipulacions durant la seva 

execució i no permeten avaluar la qualitat de la mostra, a diferència del que succeeix amb la IF 6. 

TÈCNIQUES D’AÏLLAMENT VÍRIC 

L’aïllament es realitza habitualment en cultius cel·lulars. Aquesta tècnica ha estat durant molts anys la 

tècnica de referència per al diagnòstic de les infeccions respiratòries víriques. Es tracta d’un sistema 

que, en principi, hauria de permetre detectar la gran majoria dels virus respiratoris, mentre que altres 

tècniques van dirigides front un virus concret i prèviament identificat. Mitjançant el cultiu cel·lular es 

pot confirmar la viabilitat i la infectivitat d’un virus, informació que no es pot obtenir amb cap altre 

sistema de diagnòstic. A més, es tracta d’un mètode amb el que es pot disposar d’una soca viable de 

virus que permeti realitzar estudis de caracterització antigènica, sensibilitat a antivirals, serotipificació i 

estudis epidemiològics, entre d’altres 4, 44. 

Les diferents tècniques d’aïllament víric es detallen a continuació. 

Cultiu en ous de gallina embrionats. 

Vora els anys 1930, s’utilitzaven els ous de gallina embrionats per l’aïllament de diferents virus. Al 1935 

concretament, es va aïllar per primera vegada un virus gripal utilitzant aquest mètode. Posteriorment, 

al 1940, els ous de gallina embrionats es van consolidar com una de les tècniques d’aïllament de virus. 

Aquesta tècnica presentava avantatges considerables front als sistemes d’animals que s’havien utilitzat 

fins llavors (conills, conillets d'índies, ratolins): es tractava d’un mitjà viu molt sensible a una gran varietat 

de virus, era un sistema tancat i teòricament estèril, i era un sistema més barat que es podia obtenir 

fàcilment en grans quantitats. 
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La inoculació es podia realitzar per diverses rutes que variaven en quant a grau de sensibilitat i 

d’adaptació pels diferents virus respiratoris. En el cas dels virus gripals, la inoculació intra-amniòtica en 

embrions de 8-9 dies d’incubació era el mètode més indicat, ja que era el més sensible. Mitjançant 

aquest mètode, es podia recuperar al voltant de 1,5 ml de líquid amniòtic per ou per a la identificació 

posterior. Com a alternativa, es podia inocular mitjançant la ruta de l’al·lantoide en embrions de 11 dies 

d’incubació, donat que era més fàcil i es podia recuperar més fluid (6 a 10 ml per ou) 118. 

Un cop finalitzada la incubació, es podia confirmar l’aïllament víric utilitzant les mateixes tècniques que 

es fan servir per a la detecció d’antígens virals. La detecció virus també es podia realitzar examinant 

l'activitat hemaglutinant del líquid amniòtic o al·lantoide infectat 118, 119. 

L’aïllament en ous d’embrions de gallines, va estar durant molt temps el mètode de referència per als 

virus gripals, en especial pel FLUAV 119, i la seva aplicació també permetia l’aïllament d’altres virus 

respiratoris com els virus parainfluença, en particular el PIV-3 118. 

Cultiu cel·lular convencional 

El descobriment l'any 1949 de que les cèl·lules humanes podien ser propagades in vitro va proporcionar 

als viròlegs una alternativa als ous de gallina embrionats i als animals de laboratori per a l'aïllament dels 

virus. Els tipus de cèl·lules que poden ser cultivades en flascons i tubs d'assaig són moltes, 

proporcionant així hostes vius els quals molts virus són capaços d’infectar. Són per tant, una eina més 

assequible econòmicament i de millor manteniment que els ous i els animals, i mitjançant un examen 

microscòpic es pot controlar la multiplicació viral. L’aïllament del virus en cultius cel·lulars es considera 

el gold standard de la detecció vírica i és el mètode principal amb el qual tots els altres s'han comparat 

44. 

El cultiu cel·lular es prepara normalment en tubs de 16 per 125 mm de vidre o de plàstic, amb tap de 

rosca i de fons rodó, on la monocapa de cèl·lules està adherida en un costat del tub. Els diferents cultius 

cel·lulars existents poden provenir de cèl·lules primàries, cèl·lules diploides o cèl·lules poliploides. Els 

cultius més típics utilitzats són cèl·lules primàries de ronyó de mico rhesus (LLC-MK2), cèl·lules primàries 

de ronyó de conill (PRK), fibroblasts de pulmó embrionari humà (MRC-5), cèl·lules de carcinoma de 

laringe humà (Hep-2), cèl·lules de carcinoma de pulmó humà (A-549), cèl·lules de rabdomiosarcoma 
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embrionari humà (RD), cèl·lules epitelials de ronyó de gos Madin-Darby (MDCK), cèl·lules de ronyó de 

mico (PMK), entre d’altres. 

La multiplicació vírica es mostra com uns canvis degeneratius en les cèl·lules de la monocapa dies 

després de la seva inoculació. Aquests canvis es denominen efecte citopàtic (ECP). La majoria dels virus 

respiratoris causen un ECP després de 5 a 10 dies d'incubació. Per tal d’observar l’ECP és essencial un 

equip de professionals experimentats. Posteriorment, la identificació definitiva del virus aïllat es pot 

realitzar mitjançant diferents mètodes, com són la inhibició de l’hemaglutinació, la 

immunofluorescència o la detecció de l’activitat neuraminidasa 4. 

Un de les principals avantatges del cultiu cel·lular convencional és la capacitat de poder disposar de la 

soca per altres estudis addicionals, com proves de sensibilitat a antivirals, serotipificació o estudis 

epidemiològics. També proporciona informació sobre la viabilitat del propi virus 44. 

No obstant això, la necessitat d'experiència tècnica en l'avaluació dels cultius, el període d'incubació i 

la incapacitat d'alguns virus de proliferar en els cultius cel·lulars tradicionals, suposen les desavantatges 

principals d’aquest sistema 4, 44. 

Shell-Vial 

Per tal de resoldre en part els inconvenients en quant a temps d’observació de l’ECP en el cultiu 

convencional, es va desenvolupar la tècnica de shell-vial (SV) que, sense perdre l'especificitat i els 

avantatges del cultiu, permet un diagnòstic en un temps molt menor i es poden detectar la presencia 

dels antígens virals per IF abans de l’aparició de l’ECP. 

En aquesta tècnica la mostra s'inocula en una monocapa formada sobre un portaobjectes rodó, el qual 

es diposita en un tub de fons pla 44. Seguidament es fa una centrifugació per facilitar la infecció de les 

cèl·lules. Després d'un període d'incubació de 18-48h, s'extreu el portaobjectes i normalment es realitza 

una IF sobre la monocapa amb anticossos monoclonals front als antígens del virus que es vulgui 

detectar. 

En aquesta tècnica, els vials inoculats ocupen menys espai en les incubadores i no necessiten incubar-

se amb rotació a diferencia del cultiu convencional. El cost d’ambdós cultius és el mateix, no obstant la 

possibilitat de contaminació creuada és menor en el SV que en els tubs convencionals. 
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Co-cultius cel·lulars 

Donat la necessitat d'utilitzar diverses línies cel·lulars per poder aïllar tots els virus respiratoris possibles, 

es van desenvolupar els co-cultius, on es combinen diferents línies cel·lulars sobre un mateix 

portaobjectes com una sola monocapa i sobre la que s'apliquen diversos anticossos monoclonals, 

cadascun marcat amb un fluorocrom diferent, per identificar diferents virus en un sol tub 6, 44. 

Actualment, existeixen diverses línies de co-cultius cel·lulars produïdes comercialment, com són el cultiu 

cel·lular ràpid R-Mix (Diagnostic Hybrids, Inc.), format per una monocapa mixta de cèl·lules 

d'adenocarcinoma humà (A-549) i cèl·lules de pulmó de visó (Mv1Lu); i cultiu cel·lular ràpid R-Mix Too 

(Diagnostic Hybrids, Inc), format per una monocapa mixta de cèl·lules A-549 i cèl·lules MDCK. Aquests 

co-cultius permeten la detecció de diferents virus respiratoris com són els virus gripals A i B, els PIV 1, 

2 i 3, els AdV i el RSV. 

Per a realitzar la tècnica, s’inoculen tres flascons de co-cultius per a cada mostra clínica. Seguidament 

es centrifuguen els vials i es posen a incubar a 37ºC amb un 5% de CO2. Després de 18 a 24 hores 

d’incubació, en un dels vials es fa una IF per detectar la presencia o no d’antígens virals dels diferents 

virus respiratoris. Si s’observen cèl·lules fluorescents, es fa servir el segon per identificar el virus amb 

l’ús d’anticossos individuals; mentre que el tercer vial es pot utilitzar per congelar i conservar la soca 

vírica. En el cas que el primer vial de co-cultiu hagi estat negatiu les primeres 24 hores, es realitza una 

segona IF en el segon vial passades 48 hores. Si aquest resulta positiu, s’identifica el virus a partir del 

tercer vial. En el cas que el segon vial resulti negatiu també passades les 48 hores, es pot optar per 

rebutjar el cultiu, incloent el tercer vial, ja que la majoria (aproximadament el 98%) dels virus es 

recuperen dins d'aquest període de temps. No obstant, com alguns virus tenen una multiplicació més 

lenta, el tercer vial es pot incubar un període addicional de 5 dies. 

Diversos investigadors, han comparat la taxa de detecció de virus respiratoris mitjançant els sistemes 

de co-cultius amb la resta de tècniques existents, en general, els co-cultius oferien uns nivells de 

sensibilitat d’entre el 96-100% pels FLUAV, de 94% pel RSV, del 88% pels AdV 44 i del 73% pels PIV (1 

al 3) 120. 
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La principal avantatge dels co-cultius és que eliminen la necessitat de mantenir una gran varietat de 

diferents línies cel·lulars i proporcionen un mètode ràpid i sensible per a la identificació de virus 

respiratoris sense requerir l'experiència associada amb el cultiu cel·lular convencional 44. 

Cultius cel·lulars transgènics 

En els últims 10 anys els avenços en la detecció de virus en cultiu cel·lular han estat enfocats a millorar 

tant la velocitat com la precisió de la detecció, amb aquesta finalitat s’ha utilitzat la tecnologia 

transgènica. Aquesta tecnologia transgènica ofereix la possibilitat d'utilitzar línies cel·lulars modificades 

genèticament per tal de millorar i facilitar la multiplicació del virus en cultiu i facilitar-ne la detecció 44. 

La utilització de cèl·lules transgèniques permet una detecció altament específica d’un virus en particular. 

La tecnologia transgènica es basa en la introducció d’elements genètics estables dintre d’una cèl·lula 

de tal manera que quan un virus en particular la infecta, la pròpia multiplicació vírica activa la producció 

d’un enzim fàcilment detectable per un canvi de color. El virus es detecta si és capaç d'unir-se a la 

cèl·lula, entrar al seu interior i començar el cicle de replicació, de tal manera que no es necessiti finalitzar 

el cicle viral per poder detectar el virus 44. Els elements genètics utilitzats es denominen gens reporters. 

La característica principal d’aquests elements genètics és que es mantenen inactivats (silenciosos) en 

les cèl·lules no infectades, i que s’activen ràpidament en les cèl·lules infectades. Les línies transgèniques 

produeixen un producte detectable únic, només quan són infectades per un virus particular. 

Els cultius cel·lulars transgènics s’han aplicat per al diagnòstic de virus com el virus de la 

immunodeficiència humana tipus 1 (HIV-1), el virus de la polio o els herpesvirus humans 1 i 2. En el cas 

dels virus respiratoris, s’ha utilitzat per la detecció d’EV (no poliovirus), en especial pels echovirus i 

cocksackie. Per aquests virus s’ha dissenyat la línia cel·lular transgènica BGMK-hDAF, la qual permet 

detectar diferents tipus d’EV (Echovirus 3, 6, 7, 11, 12, 13, 19, 21, 24, 25, 29, 30, i 33; virus coxsackie A21, 

B1, B3 i B5; i EV 70) ja que aquests interactuen amb un receptor específic (el receptor factor accelerador 

de la degradació humana, hDAF) introduït transgènicament a les cèl·lules. La combinació en mètode de 

co-cultiu d’aquesta línia cel·lular amb una altre línia cel·lular, la Caco-2 (línia cel·lular d'adenocarcinoma 

de còlon humà), donava una sensibilitat del 76% per a la detecció d’EV 44. Aquesta línia es va anomenar 

Super E-Mix (Diagnostic Hybrids, Inc.). Actualment aquesta línia s’ha modificat amb la introducció de 

cèl·lules A-549 (en substitució de les cèl·lules CaCo2) i els estudis han reportat una sensibilitat elevada 
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en diferents tipus de mostres: del 81,3% en mostres de líquid cefaloraquidi, del 85,3% en mostres 

rectals, i del 100% en mostres respiratòries, en la detecció de diferents EV. 

També s’ha dissenyat una línia cel·lular transgènica especifica per FLUAV, les cèl·lules 293T de ronyó 

embrionari humà. Es va dissenyar una cèl·lula que expressava una proteïna de fluorescència verda 

(provinent de la cuca de llum) que s’activava amb la replicació del virus. L'activitat del gen reporter 

s'expressa en aproximadament 6 hores després de que les cèl·lules hagin estat infectades pel FLUAV, i 

la luciferasa produïda per l’expressió del gen reporter es detecta mitjançant un sistema de detecció de 

quimio-luminescència. Aquesta línia cel·lular s’ha utilitzat per la detecció ràpida (cultivades amb la 

tècnica de SV) de diferents soques de FLUAV, sense necessitat d’utilitzar un panell amb altres virus 

respiratoris 44. 

Els equip i els reactius necessaris es subministren pel fabricant, i no es necessita experiència tècnica 

especial. No obstant, aquest sistema està limitat en quan a la detecció d’altres possibles virus, ja que 

no es podrà detectar cap altre virus per al qual la cèl·lula no hagi estat dissenyada. 

TÈCNIQUES DE DETECCIÓ D’ÀCIDS NUCLEICS 

El desenvolupament de la prova de reacció en cadena de la polimerasa (PCR) es va produir a mitjans 

de la dècada de 1980, i a principis dels anys 1990 la PCR s'havia convertit en un dels mètodes de 

diagnòstic més fiables en molts laboratoris. Aquesta tècnica es fonamenta en la propietat natural de les 

DNA polimerases per replicar seqüències de DNA. La capacitat de la PCR per amplificar una única 

seqüència específica fins a nivells detectables, ha revolucionat la virologia diagnòstica. 

La PCR requereix d’un procés d’extracció previ dels àcids nucleics que es vulguin amplificar. 

L’amplificació s’aconsegueix mitjançant l’ús de cicles repetits de desnaturalització del DNA diana, la 

hibridació dels encebadors necessaris amb les zones diana i la còpia de la seqüència delimitada per ells 

(extensió). Aquest procés es duu a terme mitjançant canvis ràpids i precisos de temperatura, els quals 

succeeixen en un termociclador, i mitjançant l'ús d'una DNA-polimerasa termoestable (Taq-polimerasa) 

111. Finalment, els productes amplificats es poden detectar emprant diferents mètodes. 

En comparació amb les tècniques convencionals de detecció d'antigen i aïllament víric en cultius 

cel·lulars, les tècniques d'amplificació d'àcids nucleics (NAAT, per les seves sigles en anglès: Nucleic Acid 
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Amplification Test) han demostrat ser més sensibles i per tant, representen un avenç principalment per 

a la detecció de virus que no es multipliquen en els cultius cel·lulars o per a aquells virus dels quals no 

s'han desenvolupat els reactius necessaris per a les tècniques de detecció d'antigen i que no existeix 

cap altra possibilitat diagnòstica 44, 45. 

Com en molts mètodes analítics, el rendiment de les NAAT és dependent de la qualitat de la mostra i 

del procediment d’extracció i purificació dels àcids nucleics. 

Tècniques d’extracció d’àcids nucleics 

L’extracció i posterior purificació dels àcids nucleics és la primera etapa necessària per a tots els estudis 

moleculars. Els mètodes d’extracció permeten obtenir els àcids nucleics purificats a partir de diversos 

tipus de mostres. 

Per a l’extracció és necessari causar una lisis cel·lular, inactivar les nucleases cel·lulars i separar els àcids 

nucleics de les restes cel·lulars. La lisi de les proteïnes de l’embolcall és el primer pas necessari per aïllar 

eficientment els àcids nucleics 121. Aquest procés allibera grans quantitats de proteïnes a la solució, a 

més dels àcids nucleics. En el segon procés de desnaturalització i degradació d’altres biomolècules, 

s’introdueixen proteases per a digerir les proteïnes alliberades amb la lisis i facilitar la recuperació de 

DNA o RNA. Finalment, la separació dels àcids nucleics es pot realitzar per diferents mètodes: mètodes 

de precipitació, principalment utilitzats per l’aïllament de DNA en mostres grans, però també descrits 

per l’aïllament de RNA; extracció en fase líquida, els quals són molt efectius però s’utilitzen cada vegada 

menys a causa de la naturalesa tòxica dels compostos utilitzats; i extracció en fase sòlida, que implica 

la unió selectiva dels àcids nucleics a una matriu immobilitzada (fase sòlida). L’extracció en fase sòlida 

és actualment la més utilitzada degut a la seva disponibilitat en instruments automatitzats. Tots aquests 

processos d’extracció dels àcids nucleics, es poden realitzar individualment o varis en el mateix pas 121. 

Un gran avenç ha estat la capacitat d’automatització d’aquests processos. Actualment, els sistemes més 

utilitzats es basen en l'extracció amb matrius de sílice o boles magnètiques. L’automatització del procés 

de l’extracció d’àcids nucleics ha proporcionat un augment del rendiment i han reduït el risc de 

contaminació creuada de les mostres, facilitant la feina del laboratori. 
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Tècniques d’amplificació per PCR 

Les tècniques de PCR utilitzen diferents regions de gens conservats com a diana per a la detecció vírica. 

El procés de PCR es divideix en tres etapes que es repeteixen un nombre n de vegades. La primera 

etapa o iniciació, consisteix en una desnaturalització tèrmica del DNA bicatenari per tal d’obtenir 

cadenes monocatenàries a les quals puguin aparellar-se els encebadors (cadenes sintètiques curtes de 

nucleòtids, complementaries als extrems 5’ o 3’ de cada cadena monocatenària del fragment a 

amplificar). La segona etapa comprèn la hibridació entre els encebadors i el DNA monocatenari diana. 

Aquesta hibridació és necessària perquè la polimerasa requereix d’una regió de DNA de doble cadena 

per a la iniciació de la síntesi de la cadena complementaria. L’última etapa o extensió consisteix en la 

síntesi de les dues cadenes monocatenàries per part de la DNA polimerasa. El producte de l’amplificat 

ha de ser detectat posteriorment, això es pot fer per electroforesis en gels d’agarosa o mitjançant 

tècniques d’hibridació. 

Una vegada que l'ús de la PCR es va massificar, a partir de la dècada de 1990, han sorgit variants i noves 

aplicacions de la tècnica. Algunes variants són: 

PCR niada o nested. Es tracta d’una tècnica seqüencial molt sensible de PCR on el producte d’una 

amplificació s’utilitza com a motlle per a realitzar una segona amplificació amb encebadors que es 

troben dins la primera seqüència amplificada 122. 

PCR in situ. Es tracta d’una PCR que es realitza sobre un portaobjectes, on hi ha el producte per 

l’amplificació. El resultat es veu en el mateix portaobjectes i es poden detectar quantitats molt petites 

de material genètic 122. 

RT-PCR. Donat que la PCR és una tècnica que només amplifica dianes de DNA, en els casos que es 

busca RNA es requereix d'un pas previ de conversió mitjançant l'ús de retrotranscriptases (RT). El 

producte amplificat resulta en un DNA complementari el qual es pot amplificar de manera normal 122. 

PCR múltiplex. Es tracta d’un tipus de PCR que permet l'amplificació i detecció de més d’una diana 

diferent en una mateixa reacció mitjançant diferents encebadors específics. Permetent detectar DNA 

de diferents virus a la vegada 122. Malgrat que les tècniques de PCR inicials estaven limitades a un baix 

nombre de virus diferents que es podien detectar en una sola prova, el desenvolupament de noves 
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tècniques de PCR han permès resoldre aquesta limitació permetent detectar DNA de varis virus alhora. 

Altres beneficis addicionals d’aquesta tècnica serien un estalvi de costos, sistemes automatitzats, una 

ràpida obtenció de resultats, i un augment del nombre d'agents patògens que poden ser detectats amb 

una sola reacció. 

Existeixen més variants de PCR, no obstant totes elles coincideixen en la necessitat de realitzar proves 

posteriors per tal de detectar els amplificats, mitjançant gels d’agarosa, sistemes d’hibridació en arrays 

o microelectroforesis, entre d’altres. 

PCR a temps real. És un sistema de PCR en el qual els processos d'amplificació i detecció es produeixen 

de manera simultània en el propi tub de reacció. Aquest sistema pot utilitzar sondes marcades amb 

fluorocroms, o molècules que s’uneixen al DNA de doble cadena emetent fluorescència (les SYBR 

Green), les quals permeten monitoritzar el procés d’amplificació pels canvis de fluorescència emesos i, 

per tant, elimina el procés de detecció posterior que s’ha de fer en la PCR convencional. Amb aquesta 

PCR es pot quantificar la quantitat d’àcid nucleic present a la mostra clínica. la gran avantatge d’aquesta 

PCR és que permet estalviar la detecció dels amplificats i per tant agilitza i facilita molt la detecció. A 

més, elimina les possibles contaminacions per amplicons al no ser necessari obrir ni manipular els tubs 

després de l’amplificació 122. 

Actualment, per al diagnòstic de les infeccions respiratòries virals les NAAT més utilitzades són les PCR 

múltiplex i les PCR a temps real. També és possible l’ús d’ambdues NAAT combinades, així existeixen 

sistemes de PCR a temps real amb múltiples dianes. Aquestes tècniques també s’han utilitzat per 

detectar agents potencialment perillosos com SARS-CoV o el virus de la grip aviar, mitjançant la 

inactivació d'aquests espècimens químicament abans de l'extracció d'àcids nucleics i, per tant, reduir 

així el risc d’una possible infecció. 

Actualment existeixen una gran varietat de NAAT disponibles comercialment per al diagnòstic de les 

infeccions respiratòries, i algunes són sistemes totalment automatitzats. La tria d’una NAAT concreta 

dependrà de les necessitats de cada laboratori. Les principals diferencies entre els mètodes es basen en 

els virus detectats, els passos d’amplificació i temperatures d’hibridació, i el sistema de detecció del 

producte amplificat. En aquest sentit, existeixen sistemes d’amplificació amb tecnologies patentades, 

com són els sistemes dependents d’una sonda lligada (MLPA, per les seves sigles en anglès: Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification) 123-125 o els sistemes d'oligonucleòtids amb doble encebat 
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(DPO™, per les seves sigles en anglès: Dual Priming Oligonucleotide) 124-129. Si ens basem en els sistemes 

de detecció del producte amplificat, l’amplicó es pot detectar mitjançant una hibridació utilitzant 

microarrays de DNA 130-135, microesferes semiconductores de DNA 136 o sistemes de microelectroforesis 

capil·lar 124-129. 

A la taula 5 es mostren alguns dels principals tipus de PCR utilitzats per al diagnòstic dels virus 

respiratoris existents actualment. 

Els resultats del diagnòstic es poden obtenir en només un dia de treball, ja que en algunes de les 

tècniques tot el procés (des de l’addició de la mostra fins a l’obtenció de resultat) pot durar només unes 

hores, i addicionalment, algunes múltiplex estan altament automatitzades, reduint al mínim la 

manipulació de les mostres 2. 

Altres tècniques de detecció d’àcids nucleics 

A part de les NAAT, s’han desenvolupat altres tècniques per a la detecció d’àcids nucleics en mostra, 

com són la tècnica d’amplificació basada en seqüències d'àcids nucleics (NASBA, per les seves sigles en 

anglès: Nucleic Acid Sequence Based Amplification), amplificació per desplaçament de cadena (SDA, per 

les seves sigles en anglès: Strand Displacement Amplification), l’amplificació isotèrmica en bucle d’àcids 

nucleics (LAMP, per les seves sigles en anglès: Loop-Mediated Isothermal Amplification), l’amplificació 

per cercle rodant (RCA, per les seves sigles en anglès: Rolling Circle Amplification), l’amplificació 

dependent d’helicasa (HDA, per les seves sigles en anglès: Helicase Dependent Amplification), entre 

d’altres. Aquestes tècniques s’han emprat per a la detecció individual de virus respiratoris, en especial 

el FLUAV. Aquestes tècniques altament sensibles s’estan aplicant en alguns laboratoris clínics com a 

rutina de diagnòstic 23. 
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Taula 5 (1) 

Comparació de les principals NAAT disponibles comercialment per a la detecció de virus respiratoris. 

PROVA FABRICANT VIRUS DETECTATS TEMPS PCR a DETECCIÓ 

Pro-Flu + 
Prodesse 

GenProbe 
FLUAV, FLUBV, RSV ≈ 4 h 

PCR-m 

PCR-tr 
- 

Pro-Flu ST GenProbe FLUAV (A/H3, A/H1 i A/H1N1) ≈ 3 h PCR-tr - 

Gene Xpert® EV 

Cepheid 

EV (A, B, C, D) ≈ 2 h 30 
PCR-m 

PCR-tr 
- 

Gene Xpert® Flu FLUAV, FLUBV, FLUAV H1N1 ≈ 1 h 15 
PCR-m 

PCR-tr 
- 

Infiniti RVP Plus AutoGenomics 

FLUAV (A/H5N1, A/H1N1), FLUBV, PIV (1-4), RV A/B, EV (A, 

B, C, D), HCoV (HKU1, OC43, NL63, 229E), hMPV A/B, RSV 

A/B, AdV (A, B, C, E) 

≈ 3 h PCR-m Microarrays 

Verigene RVNATsp Nanosphere FLUAV, FLUBV, RSV A, RSV B ≈ 4 h 
PCR-m 

PCR-tr 
- 

Film Array 
Idaho 

Technology Inc. 

AdV, HCoV (HKU1, NL63, 229E, OC43), hMPV, RV/EV, 

FLUAV (A/H1, A/H3, A/H1N1), FLUBV, PIV (1-4), RSV b 
≈ 1 h PCR-m Microarrays 

Allplex™ Respiratory Full 

Panel Assay 

Seegene 

FLUAV (A/H1, A/H3, A/H1N1), FLUBV RSV A, RSV B, AdV, 

EV, PIV (1-4), hMPV, HBoV, RV, HCoV (OC43, NL63, 229E)c 
≈ 4 h 30 

PCR-m 

PCR-tr 
- 

Anyplex™II RV16 

Detection 

FLUAV, FLUBV, PIV (1-4), RSV A, RSV B, EV, HCoV (OC43, 

NL63, 229E), hMPV, RV (A, B,C), AdV, HBoV (1-4) 
≈ 7 h 

PCR-m 

PCR-tr 
- 

Anyplex™ FluA/B Typing 

Real-time Detection 
FLUAV, FLUAV H1N1, FLUBV ≈ 2 h 

PCR-m 

PCR-tr 
- 

Seeplex® RV Influenza 

A/B One-Step Typing 
FLUAV (A/H1, A/H3, A/H1N1), FLUBV ≈ 5 h 30 PCR-m Microelectroforesis 
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Taula 5 (2) 

Comparació de les principals NAAT disponibles comercialment per a la detecció de virus respiratoris. 

PROVA FABRICANT VIRUS DETECTATS TEMPS PCR DETECCIÓ 

Seeplex® RV7 Detection 

Seegene 

FLUAV, FLUBV, RSV A/B, PIV 1-3, AdV, RV A, hMPV ≈ 6 h PCR-m Microelectroforesis 

Seeplex® RV-12 
FLUAV, FLUBV, PIV (1-3), RV A/B, HCoV (OC43, NL63, 229E), 

hMPV, RSV A/B, AdV (A, B, C, D, E) 
≈ 6 h PCR-m Microelectroforesis 

Seeplex® RV-15 
FLUAV, FLUBV, PIV (1-4), RV A/B/C, EV, HCoV (OC43, NL63, 

229E), hMPV, RSV A, RSV B, AdV, HBoV (1, 2, 3, 4) 
≈ 7 h PCR-m Microelectroforesis 

CLART® Pneumovir Genomica 
FLUAV (A/H1, A/H3, A/H1N1), FLUBV, FLUCV, PIV (1-4), RV (A, 

B, C), EV, HCoV-229E, hMPV A/B, RSV A, RSV B, AdV, HBoV 
≈ 9 h PCR-m Microarrays 

xTAG™ RVPv1 Luminex 

Molecular 

Diagnostics 

RSV A, RSV B, FLUAV (A/H1, A/H3, A/H5), FLUBV, hMPV, 

RV/EV, AdV, PIV (1-4), HCoV (HKU1, NL63, 229E, OC43, SARS) 
≈ 8 h PCR-m Microesferes 

xTAG™ RVP Fast V2 
RSV, FLUAV (A/H1, A/H3), FLUBV, hMPV, RV/EV, AdV, 

PIV (1-4), HCoV (HKU1, NL63, 229E, OC43), HBoV 
≈ 5 h PCR-m Microesferes 

Multicode PLx EraGen 
FLUAV, FLUBV, AdV (B, C, E), PIV (1-4 a/b), RSV A, RSV B, 

hMPV, RV, HCoV (229229E, OC43,NL63) 
≈ 4 h 30 PCR-m 

Plaques de 

microtitulació 

ResPlex II Qiagen 

FLUAV, FLUBV, AdV (B, E), PIV (1-4 a/b), RSV A, RSV B, hMPV, 

RV, HCoV (229E, OC43, NL63, HKU1), coxsackie/echovirus, 

HBoV 

≈ 5 h 30 PCR-m 
Plaques de 

microtitulació 

RespiFinder® SMART 22 

FAST  
Patho Finder 

FLUAV (A/H1N1), FLUBV, PIV (1-4), RSV A, RSV B, RV/EV, HCoV 

(229E, OC43, NL63, HUK1), hMPV, AdV, HBoV d 
≈ 4 h 

PCR-m 

PCR-tr 
- 

Simplexa™ Flu A/B & 

RSV Direct Kit 

Focus 

Diagnostics 
FLUAV, FLUBV, RSV ≈ 30 min e 

PCR-m 

PCR-tr 
- 

a PCR-m: PCR múltiplex; PCR-tr: PCR a temps real. 
b També detecta 3 espècies bacterianes: Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae. 
c També detecta 7 espècies bacterianes: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila, Haemophilus influenzae, Streptococcus 

pneumoniae, Bordetella pertussis i Bordetella parapertussis. 
d També detecta 4 espècies bacterianes: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila i Bordetella pertussis. 
e Utilitzant el termociclador 3M integrat ofereix 96 resultats en 33 minuts. 
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INTERPRETACIÓ DELS RESULTATS 

L’aïllament en cultius cel·lulars d’un virus respiratori en una mostra respiratòria ens confirma que aquest 

virus s’està multiplicant en aquell moment. Tenint en compte que els virus només es troben en l’aparell 

respiratori entre cinc i set dies, aquesta troballa ens confirma que estem davant una infecció aguda. 

Això també es pot aplicar a les tècniques de detecció d’antigen. Per altra banda a l’hora d’interpretar 

els resultats obtinguts per les tècniques moleculars en el diagnòstic de les infeccions respiratòries 

víriques, en la majoria de casos en que es detecta un virus estem davant la infecció aguda però s’ha de 

tenir en compte que pot reflectir una infecció passada. A més amb aquestes tècniques és més freqüent 

detectar més d’un virus en una mateixa mostra cosa que afegeix dificultat a la interpretació. 

Co-deteccions 

S’ha estimat que el grau de deteccions múltiples en pacients immunocompetents, mitjançant les 

tècniques convencionals, és d’aproximadament entre un 5 i un 10%, i tot i que la importància clínica no 

està del tot establerta, es creu que aquestes deteccions múltiples podrien estar relacionades amb una 

malaltia respiratòria més greu, especialment en nens petits 44. 

Degut a l’elevada sensibilitat de les NAAT, especialment amb els sistemes múltiplex que permeten 

detectar amplies bateries de virus simultàniament, el nivell de co-deteccions ha augmentat 

dràsticament. Es desconeix com s’han d’interpretar aquests resultats, i si aquesta informació podria 

orientar els tractaments, millorar el pronòstic de la malaltia o limitar l'estada a l'hospital dels pacients 2. 

Infeccions persistents 

La gran majoria de les infeccions respiratòries per virus causen símptomes respiratoris aguts. No 

obstant, s’han registrat casos d’infeccions més persistents, com és el cas dels virus parainfluença, els 

quals poden causar infeccions greus en pacients amb trasplantament de cèl·lules mare 

hematopoètiques (HSCT). La infecció persistent per aquests virus en aquests tipus de pacients són causa 

de morbiditat greu o fins i tot de mort. El hMPV també s’ha trobat en aquests tipus de pacients en 

infeccions persistents 2. 
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D’altra banda, els RV també poden detectar-se en pacients asimptomàtics. En un estudi realitzat amb 

PCR, es va detectar RV fins a 100 dies després dels primers símptomes clínics. Això implicaria que en 

moltes ocasions, la detecció del RNA viral de RV en mostra clínica, podria no estar lligat a la infecció en 

curs 2. 

EPIDEMIOLOGIA 

Els virus patògens humans es mantenen a la naturalesa degut a les transmissions contínues entre éssers 

humans o animals infectats. Les infeccions causades per virus respiratoris tenen una distribució 

universal, però no tots els virus infecten igual ni durant la mateixa època de l’any. Algunes infeccions 

respiratòries víriques poden donar-se en forma de brots epidèmics, mentre que altres virus causen 

infeccions respiratòries endèmiques durant tot l’any de manera esporàdica o en petits pics. Cal tenir en 

compte també que aquesta distribució es veu afectada per la zona del món on es doni, ja que en zones 

de clima temperat, el nombre màxim d’infeccions ocorre durant els mesos freds, mentre que en zones 

de clima tropical, el nombre màxim d’infeccions ocorre durant l’època de pluges 137. Generalment, 

s'estableix un equilibri entre el virus i les poblacions humanes, no obstant, determinats canvis antigènics 

en els virus, poden proporcionar capacitats de propagació e infecció superiors, causant epidèmies o 

fins i tot pandèmies, com és el cas del virus de la grip. 

L’anàlisi epidemiològic esdevé una peça clau per entendre el seu paper en les diferents infeccions que 

causen. Degut a que una mateixa malaltia pot estar causada per els diferent virus respiratoris, resulta 

essencial un bon diagnòstic. 

Per tant, a nivell de conèixer la circulació real dels virus en el nostre medi, el diagnòstic virològic és 

essencial per determinar quin virus està causant la malaltia. 

PROGRAMA DE VIGILÀNCIA DE LA GRIP 

L’estudi epidemiològic de les infeccions respiratòries pren un sentit especialment important en el cas 

del virus de la grip, ja que els canvis antigènics majors que es poden produir en el FLUAV, donen lloc a 

l’aparició de pandèmies que afecten de manera considerable la població en tots els països del món. 
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L'any 2009, va aparèixer una nova variant del virus de la grip, el FLUAV H1N1 pmd09, que no s'havia 

detectat mai abans entre els humans i es va estendre per tot el món, fent que l'Organització Mundial 

de la Salut (OMS) declarés una fase de pandèmia a l’abril d’aquell any. Aquesta pandèmia va durar fins 

març de l’any 2010, i a partir de llavors es va declarar la fase post-pandèmica 138. 

Les característiques biològiques dels virus de la grip així com també la seva gran transmissibilitat fan 

que sigui de gran importància el realitzar una vigilància epidemiològica que permeti identificar 

precoçment l’aparició d’epidèmies i conèixer les característiques dels virus que les produeixen. D’altra 

banda, durant els mesos d’hivern també solen produir-se altres epidèmies de virus respiratoris que, 

malgrat que no tenen la repercussió de la grip, poden alterar de manera important als serveis de salut 

pública. Per aquest motiu, es va dissenyar el Pla d’informació de les infeccions respiratòries agudes a 

Catalunya (PIDIRAC), El PIDIRAC es va posar en marxa per primera vegada durant la temporada 1999-

2000, i des de llavors el seu objectiu principal és estudiar la circulació dels virus gripals i altres virus 

respiratoris durant la temporada de la seva major activitat, així com detectar-ne un inici precoç i 

caracteritzar els virus circulants. 

A partir de la temporada gripal 2005-2006, el PIDIRAC es va integrar al Sistema de Vigilancia de la Gripe 

en España (SVGE) de la Red de Nacional de Vigilancia Epidemiológica. Aquesta integració ha suposat 

també la seva incorporació al European Influenza Surveillance Scheme (EISS), i ha contribuït, per tant, a 

la vigilància integral de la malaltia a Europa. 

Cada any, l’Agència de Salut Pública de Catalunya, mitjançant el PIDIRAC, realitza un seguiment 

epidemiològic de la grip, seguint les recomanacions de l’OMS. La vigilància de la grip es basa en l’anàlisi 

del conjunt de les dades virològiques, les dades clíniques i les dades epidemiològiques recollides, i la 

seva funció es la valoració d’aquestes dades per poder establir una detecció precoç de l'epidèmia gripal 

i informar periòdicament a les institucions adients. La Xarxa Global de Vigilància de la grip de l'OMS 

està formada per 142 centres a diferents països que s’encarreguen de recollir mostres de pacients amb 

sospita de quadre gripal al seu país, i realitzar un anàlisi preliminar per tal de que les soques detectades 

puguin ser analitzades i tipificades. Els resultats obtinguts són la base a partir de la qual la OMS 

determina la formulació de la vacuna front la grip cada any. 
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ÀMBIT ACTUAL I OBJECTIUS 

El laboratori de microbiologia de l’hospital de la Santa Creu i Sant Pau, és un dels pocs de l'Estat 

espanyol que aborda el diagnòstic de las virosis per la tècnica de referència de cultiu cel·lular, i que a 

més complementa aquest diagnòstic amb les tècniques de detecció d’antígens, abraçant un ampli 

ventall dels virus respiratoris que més circulen en l’ambient. Així mateix, en els últims anys, s’han 

incorporat tecnologies de detecció d'àcids nucleics, augmentant així la capacitat de detecció dels virus 

respiratoris. 

Per això, en la realització d’aquesta tesis s’han volgut enfocar dos aspectes que hem considerat 

fonamentals pel millor coneixement de la infecció per virus respiratoris i el seu diagnòstic. Aquests són 

l’estudi epidemiològic amb caràcter retrospectiu dels virus respiratoris circulants en el nostre ambient i 

l’aportació de les NAAT al diagnòstic de rutina d’aquestes infeccions. 
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Així mateix, arran de la pandèmia de grip A declarada per l’Organització Mundial de la Salut, hem volgut 

analitzar aquest període de manera particular per poder conèixer quina és la circulació de la resta de 

virus respiratoris en època de pandèmia. 

Aquest enfoc ens ha portat a plantejar-nos 5 objectius: 

Objectiu 1. 

Conèixer la freqüència dels diferents virus respiratoris detectats al laboratori de microbiologia de 

l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre l’any 1997 i l’any 2013. 

Objectiu 2. 

Conèixer la distribució estacional dels diferents virus respiratoris detectats. 

Objectiu 3. 

Conèixer la relació entre els virus detectats i l’edat i el sexe dels pacients. 

Objectiu 4. 

Determinar la freqüència d’altres virus respiratoris durant la pandèmia del FLUAV H1N1 pdm09. 

Objectiu 5. 

Avaluar l’aportació de les tècniques moleculars al diagnòstic de rutina de les infeccions respiratòries 

víriques en la població pediàtrica. 
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MATERIAL I MÈTODES 

PERÍODE D’ESTUDI 

L’estudi epidemiològic de les infeccions respiratòries víriques es va realitzar de forma retrospectiva amb 

els resultats del diagnòstic virològic de les mostres respiratòries, recollides entre l’1 de gener de 1997 i 

el 31 de desembre de 2013. 

La valoració de les tècniques de biologia molecular aplicades al diagnòstic de les infeccions respiratòries 

víriques es va realitzar de forma prospectiva en mostres respiratòries, entre octubre de 2008 i març del 

2009. 

ÀMBIT, PACIENTS I MOSTRES 

L’estudi virològic es va realitzar a l’àrea de virologia del laboratori de Microbiologia de l’Hospital de la 

Santa Creu i Sant Pau.
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L'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau és un hospital de tercer nivell que, amb sis segles d'existència, 

representa la institució hospitalària degana de l'Estat Espanyol. És un hospital universitari que ofereix 

una cartera de serveis d'alta complexitat, amb equipament d'última generació en les àrees de diagnòstic 

i tractament. 

L'Hospital dóna cobertura principalment a l'àrea de Barcelona i s’estén per tota Catalunya, donant servei 

a una població formada per gairebé 300.000 persones. Anualment s'atenen més de 35.000 malalts 

ingressats i més de 145.000 urgències. A les consultes externes es fan cada any unes 350.000 visites i a 

l'hospital de dia s'atenen més de 75.000 usuaris. L'Hospital disposa de 136 punts d'hospital de dia, 644 

llits i 21 quiròfans. Constitueix referència tant en salut assistencial com en docència, ja que l'activitat en 

recerca el situa com un dels centres hospitalaris més importants d'Espanya. 

Per a la part epidemiològica es van incloure les mostres respiratòries de pacients tant de l’hospital de 

la Santa Creu i Sant Pau, com les d’altres centres (principalment altres hospitals de l’àrea metropolitana 

de Barcelona), rebudes a l‘àrea de virologia amb sospita d’infecció respiratòria. Per a la part molecular 

es van escollir 80 mostres pediàtriques d’entre les rebudes al laboratori de microbiologia. 

MOSTRES D’ESTUDI 

Les mostres processades de manera rutinària incloses a l’estudi epidemiològic van ser mocs 

nasofaringis, exsudats nasals i faringis (ambdós alhora), rentades broncoalveolars i biòpsies pulmonars. 

No es varen processar de manera rutinària les mostres de frotis faringis, aspirats traqueals o esputs, tot 

i que podien ser incloses en l’estudi. Les mostres seleccionades provenien de pacients de totes les edats 

atesos per sospita d’infecció respiratòria vírica. 

Per a l’estudi molecular, les mostres utilitzades van ser 80 mocs nasofaringis seleccionats de manera 

consecutiva. Les mostres provenien de pacients menors de 6 anys atesos al servei d’urgències 

pediàtriques de l’hospital i amb sospita d’infecció respiratòria vírica. Els criteris d’inclusió de les mostres 

varen ser: mostres amb més de 25 cèl·lules/camp microscòpic (400X) i amb volum residual mínim de 

300 µl. Les primeres 40 mostres consecutives es van aconseguir des d‘octubre fins a novembre del 2008. 

Les següents 40 mostres consecutives es van seleccionar des de febrer a març del 2009. Aquestes 

mostres es van recollir en dos períodes de temps diferents, per tal de no incloure els mesos amb els 

virus més predominants (RSV i FLUAV) i així detectar el màxim nombre de virus diferents possibles.
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RECOLLIDA I TRANSPORT AL LABORATORI. 

Les mostres s’havien d’obtenir el més aviat possible, a poder ser durant la fase aguda de la malaltia 

(entre els dies 3 i 7), ja que passats aquest temps, les mostres obtingudes podien no tenir un rendiment 

satisfactori per l’aïllament. 

 El moc de nasofaringe es recollia mitjançant aspiració del moc amb una sonda. El producte es 

dipositava en un tub estèril amb 2-3 ml d’una solució salina tamponada o sèrum fisiològic. 

 Els exsudats nasals i faringis s’obtenien utilitzant dos escovillons amb medi de transport. Amb un 

dels escovillons es fregava la paret posterior de la faringe i l’altre s’introduïa a les foses nasals. 

 Les rentades broncoalveolars eren obtingudes per broncoscòpia, i es transportaven en un 

recipient estèril i sense additius. 

 Les biòpsies pulmonars eren obtingudes pel cirurgià o l’anatomopatòleg, i es transportaven en 

un recipient estèril i sense additius. 

Les mostres eren transportades al laboratori ràpidament després de la seva obtenció, per tal de procedir al 

seu processament. En cas de retard en el transport, les mostres es conservaven a 2-4C (nevera), però mai 

al congelador, degut a la labilitat d’alguns virus. 

RECEPCIÓ, EMMAGATZEMATGE I PROCESSAMENT DE LES 

MOSTRES 

Un cop al laboratori, les mostres rebudes rebien un processament inicial, abans de realitzar l’estudi 

virològic. 

 Mocs nasofaringis i rentades broncoalveolars: Les mostres molt transparents, es van 

centrifugar inicialment a 2.500 rpm durant 10 minuts i es va resuspendre el sediment amb un 

mil·lilitre de sobrenedant. Per a les mostres molt mucoses, es va afegir 0,1 ml de N-

acetilcisteïna per cada mil·lilitre de mostra i es va barrejar agitant durant 20 segons 

manualment. 
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 Exsudats nasals i faringis: Es van posar els dos escovillons dins d’un tub estèril amb 2 ml de 

sèrum fisiològic i es va agitar per tal que el material quedés suspès en el sèrum fisiològic. Un 

cop barrejat, es van retirar els escovillons i es va conservar la mostra a 2-4ºC fins al seu 

processament. 

 Biòpsies i necròpsies: El teixit es va esmicolar amb una fulla de bisturí es va homogeneïtzar 

afegint medi de manteniment (veure annex I) per fer una suspensió al 10% (10 parts 

material/90 parts de medi). 

Per a l’estudi epidemiològic, es van utilitzar totes les mostres anteriorment descrites, seguint la 

metodologia de rutina del diagnòstic virològic convencional. 

Per a l’estudi molecular es van utilitzar únicament mocs nasofaringis, i es van processar per a l’extracció 

d’àcids nucleics durant les primeres 24 hores després de la seva recepció. Aquestes mostres es van 

conservar a 2-4ºC. Un cop realitzada l’extracció dels àcids nucleics, la mostra sobrant es van congelar 

a -80ºC. Els extractes es van conservar a 2-4ºC un màxim de 24 hores abans de l’amplificació i 

posteriorment es van emmagatzemar a -20ºC. 

DIAGNÒSTIC VIROLÒGIC CONVENCIONAL 

Un cop realitzat el processament inicial de les mostres, aquestes s’analitzaven segons les diferents 

tècniques de detecció virològiques disponibles al laboratori: tècniques de detecció d’antígens i 

aïllament víric en cultiu cel·lular. Addicionalment, algunes mostres es van processar amb tècniques de 

PCR per a l’estudi del virus de la grip. 

TÈCNIQUES DE DETECCIÓ D’ANTIGEN 

Les mostres es processaven per dos sistemes de detecció d’antigen depenent de l’època de l’any. 

Durant tot l’any i com a tècnica de rutina es va fer servir la tècnica d’immunofluorescència i durant 

l’època d’hivern s’afegia la tècnica d’immunocromatografia (IC). La IC s’utilitzava en horari d’urgències 

(a partir de les 15h i fins les 8h els dies laborables; durant els caps de setmana i els festius), en aquelles 

mostres que venien del Servei d’Urgències Pediàtriques i en mostres de pacients immunodeprimits. 
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Immunofluorescència 

Es van utilitzar tant tècniques d’immunofluorescència directa (IFD), com tècniques 

d’immunofluorescència indirecta (IFI). Amb aquesta tècnica es poden detectar els virus RSV, FLUAV, 

FLUBV, AdV, PIV-1, PIV-2, PIV-3 i hMPV. Els equips de reactius utilitzats van ser: RSV Direct IF (ID) 

(BioMérieux® S.A., Lió, França) i el Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification IFA kit (Millipore, 

Light Diagnostics, Temecula, Estats Units) i a partir de desembre del 2008 es va introduir el D3 DFA 

Metapneumovirus Identification Kit (Diagnostics Hybrids Inc. Ohio, Estats Units). 

La prova d’IFD es completava en aproximadament 30-40 minuts. El protocol de realització era el 

següent: 

1. Es dipositen 30 μl de mostra en un dels dos pous del portaobjectes i es deixa assecar. Preparar 

tants portaobjectes com antígens respiratoris es vulguin estudiar. 

2. Posteriorment es fixa en acetona durant 10 minuts a temperatura ambient. 

3. A continuació s’afegeixen 30 μl d’anticòs monoclonal marcat amb fluoresceïna. El conjunt 

s’incuba en cambra humida durant 15-30 minuts a 37ºC. 

4. S’elimina el reactiu sobrant i es renta amb PBS durant 5 segons i amb aigua destil·lada durant 

3 segons. 

5. Finalment s’afegeix una gota de glicerina i es cobreix amb un cobreobjectes. La mostra ja està 

llesta per a l’observació microscòpica (microscopi 400X). 

La prova d’IFI es completava en aproximadament 50-60 minuts. El protocol de realització era el següent: 

1. Es dipositen 30 μl de mostra en un dels dos pous del portaobjectes i es deixa assecar. Preparar 

tants portaobjectes com antígens respiratoris es vulguin estudiar. 

2. Posteriorment es fixa en acetona durant 10 minuts a temperatura ambient. 

3. A continuació s’afegeixen 30 μl d’anticòs monoclonal marcat amb fluoresceïna. El conjunt 

s’incuba en cambra humida durant 15-30 minuts a 37ºC. 

4. S’elimina el reactiu sobrant i es renta amb PBS durant 5 segons i amb aigua destil·lada durant 

3 segons. 

5. S’afegeixen 30 μl de conjugat (anti-IgG) marcat amb fluoresceïna. Es torna a incubar en cambra 

humida durant 30 minuts a 37ºC. 
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6. S’elimina el reactiu sobrant i es renta amb PBS durant 5 segons i amb aigua destil·lada durant 

3 segons. 

7. Finalment s’afegeix una gota de glicerina i es cobreix amb un cobreobjectes. La mostra ja està 

llesta per a l’observació microscòpica (microscopi 400X). 

Un cop realitzada la tècnica (tant IFI com IFD), es va fer l’avaluació microscòpica per tal de determinar 

la qualitat de la mostra. Per poder donar el resultat com a vàlid es necessitava observar un mínim 

número de cèl·lules de l’epiteli respiratori en la preparació. Totes les mostres en les que es van observar 

menys de 25 cèl·lules en tota la preparació es van considerar no concloents, degut a que el petit número 

de cèl·lules no era representatiu de la nasofaringe o de la zona mostrejada. Els resultats es van obtenir 

llegint la preparació al microscopi de fluorescència (400X). La presència del virus s’observava per una 

fluorescència color verd poma brillant en el citoplasma i/o nucli cel·lular, que contrastava amb el color 

vermell de les cèl·lules no infectades degut al colorant de contrast blau d’Evans (veure figura 12). En 

una mostra clínica l’observació de com a mínim una única cèl·lula fluorescent amb el patró característic 

es considerava positiu. 

          

 

Figura 12 

Patrons típics d’immunofluorescències: A la imatge de l’esquerra s’observa una infecció per 

RSV en MRC-5. A la imatge de la dreta s’observa una infecció per PIV-2 en LLC-MK2. 
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Immunocromatografia 

La immunocromatografia (IC) es feia servir durant els mesos d’hivern coincidint amb els brots epidèmics 

causats per FLUAV, FLUBV i RSV. Aquest mètode es començava a aplicar cada any quan començaven a 

detectar-se els primers casos d’aquests virus mitjançant la IF i/o el cultiu cel·lular, i durava fins a la 

desaparició natural de cada virus, es per això que no tenia data concreta d’inici o finalització. Durant les 

èpoques en les que es va utilitzar aquesta tècnica, només a les mostres amb resultat negatiu, se’ls hi 

realitzava la IF i l’aïllament en cultiu cel·lular. Els equips de reactius utilitzats eren BinaxNOW® RSV Card, 

i BinaxNOW® Influenza A & B Card (Alere Scarborough, Inc. Maine. Estats Units). Amb aquesta tècnica 

es podien detectar els virus RSV, FLUAV i FLUBV. 

El protocol de realització de la IC és el següent: 

1. S’extreu el dispositiu de la bossa i es col·loca horitzontalment sobre la taula de treball. 

2. S’omple la pipeta (subministrada en l’equip comercial) pressionant la part superior i col·locant 

l’extrem dins de la mostra. Cal assegurar que no es formen bombolles d’aire a la part més 

baixa de la pipeta. 

3. S’afegeix lentament, gota a gota, el contingut de la pipeta (0,1 ml) sobre el coixí blanc que 

indica la fletxa. 

4. Es retira la tira adhesiva marró del dispositiu i es tanca la prova. 

5. Els resultats es llegeixen al cap de 15 minuts (els resultats llegits abans o després dels 15 minuts 

poden no ser precisos). 

Els resultats es llegeixen mirant les línies que apareixen (veure figura 13): 

 En una mostra negativa, la línia de control blau a la part inferior es torna rosa/porpra i no 

apareix cap altra línia. 

 En una mostra positiva per FLUAV, la línia de control blau apareix de color rosa/porpra i apareix 

una segona línia de mostra rosa/porpra cap a la meitat de la finestra. Si hi ha una línia feble es 

considera no concloent. 

 En una mostra positiva per FLUBV, la línia de control blau apareix de color rosa/porpra i apareix 

una segona línia de mostra rosa/porpra cap a la part superior de la finestra. Si hi ha una línia 

feble es considera no concloent. 
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 En una mostra positiva pel RSV la línia de control blau apareix de color rosa/porpra i apareix 

una segona línia de mostra rosa/porpra a sobre de la línia de control. Si hi ha una línia feble 

es considera no concloent. 

 Una prova resulta no vàlida si la línia de control resta blava o no apareix. 

 

    

Amb aquesta tècnica, les mostres positives no es van seguir analitzant per IF ni s’inoculaven en cultiu 

cel·lular. Tan sols les mostres negatives amb volum suficient es van seguir processant amb la resta de 

tècniques. Les mostres positives per virus gripals es podien inocular si hi havia volum suficient, però 

únicament per tal de recuperar la soca. 

Figura 13 

Patrons de resultats possibles en la prova d’immunocromatografia. En la imatge de 

l’esquerra s’observa una interpretació per una prova de FLUAV i FLUBV. En la imatge de la 

dreta s’observa una interpretació per una prova de RSV. 
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TÈCNIQUES D’AÏLLAMENT EN CULTIU CEL·LULAR 

En totes les mostres que van arribar al laboratori per a l’estudi dels virus respiratoris es va realitzar 

l’aïllament en cultius cel·lular, excepte per aquelles que havien resultat positives per RSV en les tècniques 

de detecció d’antigen. Aquesta tècnica es va aplicar de manera rutinària durant tot l’any. 

Totes les mostres abans de ser inoculades en cultiu cel·lular, es van tractar prèviament amb una barreja 

d'antibiòtics i antimicòtics per evitar que una proliferació bacteriana o fúngica contaminés el cultiu 

(veure annex I). Es va afegir la barreja antibiòtic/antifúngic a totes les mostres amb una proporció 

aproximada del 10% del volum i es va deixar mínim 30 minuts a 2-4ºC. 

L’aïllament es va realitzar mitjançant la inoculació de les mostres respiratòries en sis línies cel·lulars 

diferents per tal d’aïllar el màxim número de virus respiratoris possibles, ja que no totes les línies 

cel·lulars tenen la capacitat de detectar tots els virus respiratoris. 

Línies cel·lulars 

A la taula 6 es mostren els tipus de línies cel·lulars, el seu origen i quins són els virus que les infecten. 

Taula 6 

Línies cel·lulars emprades per l’aïllament víric 

CÈL·LULES ORIGEN VIRUS DETECTABLE MARCA PROVEÏDOR 

MRC-5 

Línia semicontínua 

diploide de pulmó 

embrionari humà 

RSV,  AdV,  EV,  RV, 

PIV-1,  PIV-2,  PIV-3 

Vircell Innogenetics 

BioMérieux, S.A. BioMérieux, S.A. 

A-549 

Línia contínua de 

carcinoma pulmonar 

humà 

RSV,  AdV,  EV, 

PIV-1,  PIV-2,  PIV-3 
Vircell Innogenetics 

HEP-2 

Línia contínua de 

carcinoma de laringe 

humà 

RSV,  hMPV,  AdV,  EV, 

PIV-1,  PIV-2,  PIV-3 
Vircell Innogenetics 

MCDK 
Línia contínua de 

ronyó de gos 
FLUAV,  FLUBV Vircell Innogenetics 

LLC-MK2 
Línia contínua de 

ronyó de mico rhesus 

RSV,  FLUAV,  FLUBV, 

hMPV,  EV,  PIV-1, 

PIV-2,  PIV-3 

Vircell Innogenetics 

RD 

Línia contínua de 

rabdomiosarcoma 

embrionari humà 

AdV,  EV - Majadahonda 
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El laboratori de microbiologia prepara les seves pròpies línies cel·lulars en una àrea aïllada amb instal·lacions 

exclusives per a la propagació i manteniment d’aquestes. El procés implica l’obtenció, el manteniment i la 

propagació d’aquestes cèl·lules. El laboratori també prepara els seus propis medis (veure annex I) en 

aquestes mateixes instal·lacions. Els medis pels cultius cel·lulars són rics en proteïnes que actuen com agents 

protectors dels virus, a més de presentar un pH de 7,3 imprescindible per mantenir la viabilitat dels virus 

làbils a pH àcid o bàsic. 

Les línies cel·lulars es demanaven noves un cop l’any (excepte les MRC-5 que era cada 15 dies) i es 

mantenien en multiplicació formant una monocapa en tubs o flascons de plàstic. La propagació de les 

línies cel·lulars es realitzava dos cops per setmana per tal de poder disposar sempre de cèl·lules a punt 

per la inoculació de les mostres. 

Tot i el manteniment i propagació de les línies cel·lulars, de totes elles, es mantenia un estoc de cèl·lules 

congelades en nitrogen líquid, en criocongelació. 

Inoculació en cultiu cel·lular 

El procediment d’inoculació de les mostres en cultiu cel·lular va seguir els següents passos: 

1. Un cop seleccionades les línies cel·lulars a inocular, es canvia el medi de cultiu dels tubs i 

s’afegeix 3 ml del medi de manteniment corresponent a cada línia cel·lular (veure annex I). 

2. A continuació es reparteix 0,3 ml de mostra processada en cada tub escollit i s’incuben a 37ºC 

en posició estàtica horitzontal per afavorir el màxim contacte entre la mostra i la monocapa 

cel·lular. 

3. La mostra sobrant es guarda a la nevera 4ºC fins el diagnòstic final. 

4. Passades 3 hores es canvia el medi a tots el tubs inoculats (2 ml de medi de manteniment nou 

a cada tub). 

5. Seguidament, s’incuben a 37ºC en un tambor giratori que permet la disseminació de les 

partícules víriques per tota la monocapa cel·lular i l’expansió de la infecció, fins al moment de 

la lectura de tubs. 
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Lectura dels cultius cel·lulars 

La lectura és el seguiment de l’evolució de l’estat de la monocapa. Es va realitzar al microscopi invertit 

a 40x. Els cultius negatius es van tornar a incubar. Tots els tubs inoculats es van llegir diàriament durant 

14 dies. 

La multiplicació vírica es caracteritzava per l’aparició d’un efecte citopàtic (ECP) que consistia en una 

lesió cel·lular causada per la pròpia infecció vírica, aquestes alteracions en les cèl·lules de la monocapa 

eren perceptibles al microscopi. La identificació definitiva del virus aïllat es confirmava amb tècniques 

d’IF. És important no confondre un ECP amb un efecte tòxic, ja que poden ser difícils de diferenciar i 

aquest pot destruir tot el cultiu i inhibir la multiplicació vírica. 

Un efecte tòxic pot estar produït per les característiques tòxiques de la mostra en el moment de la seva 

inoculació o pel mal estat de la monocapa del cultiu cel·lular. En aquest casos s’ha d’intentar eliminar 

l’efecte tòxic canviant el medi del cultiu cel·lular repetides vegades (esbandides del tub amb el medi 

adient pel tipus de monocapa) o si és molt intens i/o persisteix després de 24 hores d’haver canviat el 

medi, s’ha d’efectuar un canvi a un altre tub amb una monocapa de la mateixa línia cel·lular. 

En la lectura dels tubs, els diferents ECP perceptibles al microscopi es descriuen a continuació: 

 FLUAV i FLUBV: L’ECP s’observa al cap de 5-10 dies de la inoculació i és més precoç per el 

FLUBV que per el FLUAV. Aquest ECP és poc característic i es pot confondre amb un efecte 

tòxic. 

 RSV: L’ECP és visible després de 2-14 dies d’incubació. Apareixen grans sincicis en tota la 

monocapa. 

 AdV: En general, les cèl·lules augmenten de mida, s’arrodoneixen, es tornen refringents i 

s’agreguen en grups o gotims característics, fonamentalment a la perifèria de la monocapa 

cel·lular. 

 EV i RV: L'ECP es dona d’una forma disseminada per tota la monocapa en 24-48 hores. 

Consisteix en cèl·lules refringents amb forma dendrítica o arrodonida, que es desprenen amb 

facilitat de la monocapa. 

 PIV: L’ECP és visible després de 5-10 dies d’incubació. El PIV-1 dóna lloc a un ECP format per 

cèl·lules petites i arrodonides que no són molt aparents. El PIV-2 dóna lloc a un ECP format 
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per sincicis irregulars que es retrauen de la resta de la monocapa. El PIV-3 dóna lloc a un ECP 

poc específic i difícil de detectar i que consisteix en l’allargament de les cèl·lules que 

adquireixen un aspecte fusiforme i que es poden arribar a retraure i desenganxar-se de la 

monocapa. El PIV-4 pot donar un ECP semblant al de virus PIV-1 però en general és inaparent. 

 hMPV: L’ECP que genera és inespecífic. 

Identificació dels virus aïllats: 

Per la identificació dels virus aïllats tradicionalment s’aplicava a la monocapa cel·lular que presentava 

l’ECP la coloració de Harris-Shorr modificada (veure annex II). Amb aquesta coloració es podia definir 

amb més precisió les característiques de l’alteració cel·lular. Durant el període d’estudi, habitualment, 

la identificació definitiva del virus aïllat es va confirmar amb tècniques d’IF. El procediment seguia les 

mateixes pautes que la IFD o IFI anteriorment explicades (apartat Immunofluorescència). 

1. Es rasca la monocapa dels tubs de cultiu amb una pipeta estèril. 

2. Es centrifuguen els tubs 10 min/2.500 rpm i es guarda el sobrenedant en un tub estèril. 

3. Un cop centrifugats els tubs, s’afegeix 1 gota de sèrum fisiològic al tub amb el pèl·let i es 

resuspèn el contingut. 

4. Es posa una gota de la resuspensió al portaobjectes de fluorescència, mentre que es torna a 

abocar el sobrenedant al tub inicial a l’espera dels resultats. 

5. Es realitza la tècnica de IFD o IFI segons el virus sospitat. 

La lectura dels resultats es feia segons les observacions microscòpiques en base al anticòs monoclonal 

utilitzat en la identificació. L’observació de com a mínim una única cèl·lula fluorescent amb el patró 

característic es considerava positiu. 

Identificació de rinovirus 

En el cas de la identificació dels RV es va seguir un procediment diferent degut a que els RV i els EV 

donen un efecte citopàtic idèntic. Tradicionalment, es realitzava un tractament a pH àcid (els EV són 

estables a pH 3-5 mentre que els RV s’inactiven amb aquest pH) per diferenciar entre aquests dos virus. 

Es confirmava que es tractava d’un RV si no es detectava multiplicació vírica en el tubs a pH 3 però si 
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en els tubs a pH 7. A partir del 14/10/2011 es va introduir la identificació de RV mitjançant IF utilitzant 

dos monoclonals diferents.  

Diferenciació de rinovirus i enterovirus mitjançant tractament pH àcid. Els sobrenedants dels 

cultius cel·lulars amb efecte citopàtic compatible amb EV o RV, s’inoculen en 4 tubs Leighton, que tenen 

incorporat un cobreobjectes on hi ha la monocapa cel·lular. Dels 4 tubs, 2 s’incuben a 33ºC i els altres 

2 a 37ºC, cada parella amb un pH diferent, una a pH 3 i l’altra a pH 7,4 durant aproximadament uns 60 

minuts, i posteriorment es torna a ajustar el pH dels tubs a 7. Finalment es posen a incubar a 37ºC fins 

a l’observació de l’efecte citopàtic. Un cop s’observa l’ECP es realitza la coloració de Harris-Shorr 

modificada. Per al procediment de la tècnica de tinció, veure annex II. Aquesta tècnica té com objectiu 

la coloració de les làmines de cultiu cel·lular dels tubs Leighton, per tal de poder visualitzar al microscopi 

òptic les característiques dels ECP causats pels virus i la seva afinitat pels diferents colorants per tal de 

fer la identificació definitiva de picornavirus. 

L’ECP observat és l’aparició d’un gran cos d’inclusió, lleugerament eosinofílic en el citoplasma de la 

cèl·lula, que correspon a la localització de la multiplicació d’aquests virus. Això té com a conseqüència 

el desplaçament i compressió del nucli, acantonant-lo adquirint un aspecte picnòtic. Si el virus només 

es multiplica a pH 7,4, es tracta d’un RV, mentre que si es multiplica a pH 7,4 i a 7,3, es tracta d’un EV. 

Diferenciació de rinovirus i enterovirus mitjançant anticossos monoclonals. S’utilitzaven dos 

monoclonals diferents per a la diferenciació d’EV i RV. Per una banda, el monoclonal Enterovirus 

screening PAN ENTERO BLEND, de Light Diagnostics™ (Merck Millipore Corporation, Darmstadt, 

Alemanya), el qual presenta una reacció creuada amb el RV, mentre que l’altre monoclonal, el 

Enterovirus ID Kit, de Diagnostics Hybrids (Quidel Corporation, California, Estats Units), no presentava 

aquesta reacció amb el RV. 

El procediment tenia els següents passos: 

1. Es rascava la monocapa dels tubs de cultiu amb una pipeta estèril. 

2. A continuació es centrifugaven els tubs 10 min/2.500 rpm i es guardava el sobrenedant en un 

tub estèril. 
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3. Un cop centrifugats els tubs, s’afegia 1 gota de sèrum fisiològic al tub amb el pèl·let i es 

resuspenia el contingut. 

4. Es dipositaven 30 µl del sobrenedant de la resuspensió al portaobjectes de fluorescència, 

mentre que la resta de sobrenedant es tornava a abocar al tub inicial a l’espera dels resultats. 

5. En un dels pous del portaobjectes de fluorescència es posava l’anticòs monoclonal Enterovirus 

screening PAN ENTERO BLEND, i a l’altre l’anticòs monoclonal Enterovirus ID Kit. 

6. A continuació es realitzava la immunofluorescència segons els procediments de l’apartat 2.3.1 

de detecció d’antígens vírics per immunofluorescència. 

La lectura dels resultats es feia segons les observacions microscòpiques, si es detectava fluorescència 

amb l’anticòs monoclonal Enterovirus screening PAN ENTERO BLEND i no amb l’anticòs monoclonal 

Enterovirus ID Kit, es donava un positiu per RV. Si en tots dos casos eren positius, es donava com a EV. 

En cas d’immunofluorescència dubtosa, es seguia el tractament àcid segons la secció anterior. 

DETECCIÓ MOLECULAR DE VIRUS GRIPALS 

A partir de l’aparició de la pandèmia de grip del 2009 causada per la introducció en el nostre medi d’un 

nou virus gripal, el FLUAV H1N1 pdm09, al laboratori es va introduir la detecció molecular d’aquest 

virus per a totes aquelles mostres en les que es demanava exclusivament la detecció d’un virus gripal. 

A partir del 16 d’agost del 2009. la tècnica emprada va ser una PCR casolana seguint la tècnica descrita 

per Suwannakarn et al. 139, amb algunes modificacions. Aquesta tècnica permetia la detecció del virus 

gripal A, el FLUAV H1N1 pdm09 i del FLUBV. Posteriorment, a partir de febrer de 2010 es va introduir 

el sistema GeneXpert® Dx (Cepheid®, California, Estats Units) per a detectar RNA del virus de la grip 

estacional i de la grip nova, el FLUAV H1N1 pdm09, en mostres respiratòries. 

Les mostres positives s’inoculaven en cultiu cel·lular únicament amb la finalitat de recuperar la soca i no 

es van analitzar per IF. 
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Sistema de PCR casolana 

Les mostres a les que es va aplicar aquesta tècnica eren mocs nasofaringis, exsudats nasals i faringis, i 

rentades broncoalveolars. 

Extracció d’àcids nucleics en mostra clínica 

Com a pas previ a l’amplificació, es va realitzar l’extracció dels àcids nucleics pel sistema automatitzat 

NucliSENS easyMAG (BioMérieux® S.A., Lió, França). Aquest sistema permet l’extracció i purificació 

d’àcids nucleics en un procediment totalment automatitzat, mitjançant la utilització de partícules 

magnètiques de sílica. El kit incorpora tots els reactius necessaris per al procés d’extracció. El material 

subministrat es mostra a la taula 7. 

Amb aquest procediment, es realitza primer una lisis de la mostra, seguida d’una unió entre els àcids 

nucleics alliberats per la lisis i les partícules magnètiques de sílica. A la cubeta de reactius s’afegeix un 

imant que captura les partícules de sílica, a les quals estan enganxats als àcids nucleics. Durant aquest 

procés, es realitzen diversos rentats per eliminar la solució tampó de lisi i la resta de productes de 

rebuig. Finalment, s’afegeix una solució tampó d’extracció i s’escalfa la cubeta, això fa que s’alliberin els 

àcids nucleics purs en el volum final que haguem programat. 

Taula 7 

Material subministrat per a l’extracció dels àcids nucleics pel Sistema automatitzat NucliSENS 

easyMAG (BioMérieux®) 

MATERIAL PRESENTACIÓ CONSERVACIÓ 

DNA portador 2 x 0,060 ml Mantenir a -20ºC 

DNA NTC 2 x 1,00 ml Mantenir a -20ºC 

Sílica magnètica 48 x 0,6 ml (384 det) Mantenir en nevera, 2-8ºC 

Puntes pipeta Biohit 960 unitats 

Mantenir a temperatura ambient 

Tampó d’extracció 1 4 x 1 l (384 det) 

Tampó d’extracció 2 4 x 1 l (384 det) 

Tampó d’extracció 3 4 x 1 l (384 det) 

Tampó de lisi 4 4 x 1 l (384 det) 

Les mostres d’exsudats nasals i faringis, necessitaven d’un tractament previ abans de realitzar-se 

l’extracció. 
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 Exsudats nasals i faringis. Resuspendre els escovillons en sèrum fisiològic estèril (autoclavat 

dues vegades). Barrejar els tubs. Aliquotar dos tubs eppendorf amb 300 µl. 

Es van utilitzar 200 ml de mostra per a realitzar l’extracció dels àcids nucleics totals. El procés de lisi es 

realitzava fora del sistema NucliSENS easyMAG i en campana. El passos necessaris van ser els següents: 

1. Dispensar en les cubetes d’extracció 200 µl de mostra i 2 ml de tampó de lisis (subministrat 

amb el kit). 

2. Incubar 10 min a temperatura ambient. 

3. Al volum total de la solució, s’afegien 100 µl de sílice magnètica (subministrada amb el kit). 

4. Carregar les cubetes en el sistema NucliSENS easyMAG indicant-li que la lisi ja esta feta, i que 

treballarem amb un volum de 200 µl de mostra i un volum de 25 µl d’elució. El procediment 

operatiu del sistema NucliSENS easyMAG està detallat a l’annex II. 

Un cop finalitzat el procés d’extracció, es recollien els àcids nucleics purs en tubs eppendorf. Si els 

extractes no s’utilitzaven immediatament, es guardaven a temperatura ambient durant 2 hores; a nevera 

(2-8ºC) durant 8 hores; o al congelador (-20ºC a –80ºC) per un període més llarg. 

Amplificació d’àcids nucleics 

L’amplificació dels extractes obtinguts de les mostres es va realitzar mitjançant la tècnica de RT-PCR 

(per les seves sigles en anglès: reverse transcription - polimerasa chain reaction) a temps real amb el kit 

de OneStep rt-PCR (Qiagen®, Hilden, Alemanya). 

Donat que l’extracte obtingut de les mostres contenia RNA víric, es requeria d’un pas previ de 

retrotrasncripció per convertir el RNA en DNA. El kit inclou una barreja d’enzims específicament 

formulats per permetre primer la retrotranscripció i posteriorment la PCR en una sola reacció. 

En la RT-PCR a temps real, el RNA inicial es converteix en un DNA complementari (DNAc) utilitzant una 

transcriptasa inversa. El DNAc obtingut s'utilitza posteriorment com a motlle per a l'amplificació en la 

PCR. Després de la transcripció inversa, les reaccions s'escalfen a 95°C durant 15 minuts per activar la 

DNA polimerasa i, simultàniament, inactivar les transcriptases inverses. 
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Per a la detecció dels virus gripals, primer es realitzava una RT-PCR a temps real per diferenciar entre 

FLUAV, FLUBV o resultat negatiu, juntament amb una RT-PCR a temps real com a control de l’extracció. 

Segons els resultats obtinguts, es realitzava una segona PCR per determinar la soca de FLUAV. 

La PCR per diferenciar entre els virus gripals A i B es va fer seguint la tècnica descrita per Suwannakarn 

et al. 139, amb algunes modificacions. Es van utilitzar com a encebadors i sondes el gen de la matriu 

(M1) del FLUAV i el gen de la matriu (M1) del FLUBV. En el cas que el resultat fos positiu per FLUAV, es 

procedia a realitzar una segona PCR per tipar la soca de FLUAV i determinar si es tractava d’una soca 

pandèmica. En el cas que el resultat fos FLUBV, es donava com a positiu per aquest virus. En el cas d’un 

resultat negatiu, es comunicava el resultat i es descartava la mostra. 

Com a control es va fer servir el gen de la RNasaP humana, el qual servia com control positiu intern per 

a l'àcid nucleic humà, seguint la tècnica descrita pel Centers for Disease Control and Prevention (CDC) i 

les indicacions de l’OMS de l’any 2009 140. Els resultats de la PCR control condicionaven els resultats 

anteriors, ja que un resultat negatiu del control intern podia ser indicatiu d’una extracció inadequada 

d'àcid nucleic (probablement deguda a la presència d’inhibidors en la mostra clínica); d’una absència 

de material cel·lular humà suficient en la mostra clínica que permetés una correcte detecció; o d’una 

configuració i execució de la prova inadequada. En aquests casos, es repetia el procés d’extracció i 

d’amplificació una vegada més abans de descartar la mostra com a no apta. 

Les senyals fluorescents es van obtenir un cop per cicle per als fluoròfors FAM (518 nm), HEX (556 nm) 

i Cy5 (667 nm). 

Primera RT-PCR a temps real – TIPATGE GRIP A/B 

Es van utilitzar 5 µl d’eluït per a realitzar la primera RT-PCR a temps real per diferenciar entre FLUAV, 

FLUBV o mostra negativa. El passos necessaris van ser els següents: 

1. Es descongelen els components del kit, les sondes, les solucions dels encebadors, el dNTP Mix, 

el tampó de reacció 5x, i la RNasaP, i es col·loquen en gel. És important barrejar bé les solucions 

abans del seu ús per evitar diferències en la concentració de sal. 

2. Es prepara la master-mix. Per a un volum final de 25 µl, es barregen els components segons la 

taula 8, tantes vegades com mostres s’hagin d’analitzar. Es recomanable preparar un volum de 
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master-mix 10% més gran que la requerida per al nombre total de reaccions a realitzar. Es 

recomana incloure un control negatiu (sense RNA diana) en cada experiment. 

Taula 8 

Master-mix per a la primera RT-PCR a temps real. 

REACTIUS VOLUM 

Tampó de reacció 5x 5 µl 

dNTPs Mix (10 mM) 1 µl 

Encebador F FluA i FluB (Forward) (10 pmols/µl) 1 µl 

Encebador R FluA i FluB (Reverse) (10 pmols/µl) 1 µl 

Sonda FluA i FluB (5 pmols/µl) 0,5 µl 

Enzim Mix 1 µl 

H2O 8 µl 

RNA (eluït) 5 µl 

VOLUM TOTAL 25 µl 

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit) 

Paral·lelament, es realitza una segona master-mix amb les concentracions de la taula 9 per al 

control intern (RnasaP). 

Taula 9 

Master-mix per al control intern RnasaP. 

REACTIUS VOLUM 

Tampó de reacció 5x 5 µl 

dNTPs Mix (10mM) 1 µl 

Encebador RNasaP F (forward) (10 pmols/µl) 1 µl 

Encebador RNasaP R (reverse) (10 pmols/µl) 1 µl 

Sonda (5 pmols/µl) 0,5 µl 

Enzim Mix 1 µl 

H2O 10,5 µl 

RNA (eluït) 5 µl 

VOLUM TOTAL 25 µl 

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit) 

3. Barrejar bé les master-mix i dispensar els volums adequats en tubs de PCR. Barrejar suaument, 

pipetejant la barreja amunt i avall diverses vegades. 

4. Afegir 2 µg/reacció de les seqüències d’oligonucleòtids (encebadors i sondes) utilitzats com 

motlles del RNA diana als tubs de PCR individuals. Es van utilitzar tres conjunts d'encebadors 



Material i Mètodes 

95 

i sondes Taq-Man. El nom i la seqüència de cada sonda per a la detecció de virus gripals a la 

primera PCR estan descrits a la taula 10. 

Taula 10 

Encebadors per a l’amplificació i identificació dels diferents virus gripals. En majúscules i negreta es 

mostren les bases utilitzades com a seqüències bloquejades. Les sondes per FLUAV incorporaven el 

fluoròfor FAM i les sondes per FLUBV incorporaven el fluoròfor Cy5. 

SONDA SEQÜÈNCIA (5’  3’) POLARITAT 

Gen M FluA-M-F151 catggartggctaaagacaagacc Sentit 

Gen M FluA-M-P218 FAM-acgcTcaccgTgcccAgt-BHQ1 Sentit 

Gen M FluA-M-R276 agggcattttggacaaakcgtcta Antisentit 

Gen M FluB-MF439 ctctgtgctttrtgcgaraaac Sentit 

Gen M FluB-MP135 Cy5-tcagCaAtGAaCacagcaa-BHQ3 Sentit 

Gen M FluB-MR ccttcyccattcttttgacttgc Antisentit 

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit); P, probe (sonda) 

La taula 11 mostra les seqüències d’oligonucleòtids per al control intern RNasaP. 

Taula 11 

Encebadors per a l’amplificació i identificació del control intern RNasaP. Les sondes incorporaven 

el fluoròfor FAM. 

SONDA SEQÜÈNCIA (5’  3’) POLARITAT 

RNasaP_F aga-ttt-gga-cct-gcg-agc-g Sentit 

RNasaP_R gag-cgg-ctg-tct-cca-caa-gt Antisentit 

RNasaP_P a ttc-tga-cct-gaa-ggc-tct-gcg-cg Sentit 

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit); P, probe (sonda) 
a Les sondes TaqMan® estan marcades a l'extrem 5’ amb el fluoròfor FAM i amb l'inhibidor de la fluorescència, 

Blackhole Extintor 1 (BHQ1) (Biosearch Technologies, Inc., California, Estats Units) a l'extrem 3'. 

5. Programar el termociclador seguint els següents cicles de temperatures: 1 cicle de 50ºC durant 

30 min, 1 cicle de 95ºC durant 15 min; 40 cicles de 95ºC durant 0,5 min + 54ºC durant 1 min, 

i finalment 1 cicle de 72ºC durant 10 min. Aquest programa inclou els passos per a la 

transcripció inversa i la PCR. 

6. Iniciar el programa de la RT-PCR a temps real mentre que els tubs de PCR encara estan en gel. 

Cal esperar que el termociclador hagi assolit els 50ºC per poder posar els tubs al termociclador. 

Després de l'amplificació, les mostres es podien emmagatzemar durant la nit a 2-4ºC, o a -20ºC per a 

un temps d’emmagatzematge més llarg. 
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En el cas que el resultat fos FLUAV, es procedia a realitzar una segona PCR per tipar la soca de FLUAV. 

Segona RT-PCR a temps real – TIPATGE FLUAV H1/H3/H5. 

Es van utilitzar 5 µl d’eluït per a realitzar la segona RT-PCR a temps real per detectar i tipar les soques 

de FLUAV H1, H3 o H5. El passos necessaris van ser els següents: 

1. Es descongelen els components del kit, les sondes, les solucions dels encebadors, el dNTP Mix, 

el tampó de reacció 5x, i la RNasaP, i es col·loquen en gel. És important barrejar bé les solucions 

abans del seu ús per evitar diferències en la concentració de sal. 

2. Es prepara la master-mix. Per a un volum final de 25 µl, es barregen els components segons la 

taula 12, tantes vegades com mostres s’hagin d’analitzar. Es recomanable preparar un volum 

de master-mix 10% més gran que la requerida per al nombre total de reaccions a realitzar. Es 

recomana incloure un control negatiu (sense RNA diana) en cada experiment. 

Taula 12 

Master-mix per a la segona RT-PCR a temps real. 

REACTIUS VOLUM 

Tampó de reacció 5x 5 µl 

dNTPs Mix (10mM) 1 µl 

Encebador F (forward) (10 pmols/µl) 1 µl 

Encebador R (reverse) (10 pmols/µl) 1 µl 

Sonda (5 pmols/µl) 0,5 µl 

Enzim Mix 1 µl 

H2O 5,5 µl 

RNA (eluït) 5 µl 

VOLUM TOTAL 25 µl 

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit) 

3. Barrejar bé la master-mix i dispensar els volums adequats en tubs de PCR. Barrejar suaument, 

pipetejant la barreja amunt i avall diverses vegades. 

4. Afegir 2 µg/reacció de les seqüències d’oligonucleòtids (encebadors i sondes) utilitzats com 

motlles del RNA diana als tubs de PCR individuals. El nom i la seqüència de cada sonda per a 

la detecció de virus gripals a la primera PCR estan descrits a la taula 13. 
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Taula 13 

Encebadors per a l’amplificació i tipificació dels diferents FLUAV. En majúscules i negreta es mostren 

les bases utilitzades com a seqüències bloquejades. Les sondes per H1 incorporaven el fluoròfor 

FAM, les sondes per H3 incorporaven el fluoròfor HEX i les sondes per H5 incorporaven el fluoròfor 

Cy5. 

SONDA SEQÜÈNCIA (5’  3’) POLARITAT 

FLUAV H1_F actactggactctgctkgaa Sentit 

FLUAV H1_P FAM-ttgaggcaaatggaaatctaatagc-TAMRA Sentit 

FLUAV H1_R aagcctctactcagtgcgaa Antisentit 

FLUAV H3_F tgctactgagctggttcagagt Sentit 

FLUAV H3_P HEX-agatGctcTaTtGgGagacc-BHQ1 Sentit 

FLUAV H3_R agggtaacagttgctgtrggc Antisentit 

FLUAV H5_F1512 tggaaagtgtaaraaacggaacgt Sentit 

FLUAV H5_P Cy5-aCtcCaCttAtTtCctCtCt-BHQ3 Antisentit 

FLUAV H5_R1660 tgctagggaactcgcmactg Antisentit 

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit); P, probe (sonda) 

5. Programar el termociclador seguint els següents cicles de temperatures: 1 cicle de 50ºC durant 

30 min, 1 cicle de 95ºC durant 15 min; 40 cicles de 95ºC durant 0,5 min + 54ºC durant 1 min, 

i finalment 1 cicle de 72ºC durant 10 min. Aquest programa inclou els passos per a la 

transcripció inversa i la PCR. 

6. Iniciar el programa de la RT-PCR mentre que els tubs de PCR encara estan en gel. Cal esperar 

que el termociclador hagi assolit els 50ºC per poder posar els tubs al termociclador. 

Després de l'amplificació, les mostres es podien emmagatzemar durant la nit a 2-4ºC, o a -20ºC per a 

un temps d’emmagatzematge més llarg. 

Sistema GeneXpert® Dx 

Al febrer de 2010 es va introduir el Xpert Flu A Panel Assay (Cepheid®, California, Estats Units) realitzat 

amb el sistema GeneXpert® Dx. Aquest sistema agrupava l'extracció, l’amplificació i la detecció en una 

mateixa prova. Es tractava d’una tècnica qualitativa de diagnòstic in vitro dissenyada per a detectar RNA 

del virus de la grip estacional i de la grip nova, el FLUAV H1N1 pdm09, en mostres respiratòries. 
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El sistema GeneXpert® Dx automatitza i integra la purificació de mostres, l'amplificació de l'àcid nucleic 

i la detecció de la seqüència diana en mostres respiratòries mitjançant la reacció en cadena de la 

polimerasa en temps real. El sistema consta d'un instrument, un ordinador personal i un software 

carregat prèviament per a la realització de proves amb les mostres recollides i la visualització dels 

resultats. 

El tipus de mostra processades van ser exsudats nasals i faringis. Les mostres es van mantenir en nevera 

fins al seu processament per un màxim de 24h (a 2-4ºC), per a un període més llarg es van congelar a 

–20ºC. 

Per a cada prova, el propi kit inclou els reactius, encebadors i sondes necessaris per a la detecció 

simultània d'àcid nucleic de la grip i del control intern. El propi aparell també fa un control que permet 

comprovar la rehidratació dels reactius, la integritat de la sonda i l'emplenat del tub de reacció (taula 

14). 

Taula 14 

Materials i reactius del Kit Xpert Flu A Panel. Cada kit conté reactius suficients per a processar 10 

mostres. Cada kit inclou: 

MATERIAL OBSERVACIONS PRESENTACIÓ 

Cartutx Xpert FLUA 

Encebadors (directe i invers), sondes, dNTP, transcriptasa inversa, 

Polimerasa Taq, HEPES pH 8,0, Clorur de potassi, Clorur de Magnesi, 

BSA (albúmina sèrica bovina) 

10 u 

Reactiu d’unió Etanol, aigua 10 x 1 ml 

Pipetes  1 x 140 ml 

Cartutx Xpert Flu A Panel. 

(1) Reactiu d’unió; (S) Mostra 
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El protocol aplicat va ser el següent: 

1. Es resuspèn l’exsudat nasal i faringi en 2 ml sèrum fisiològic. A continuació s’afegeix la mostra 

i els reactius al cartutx en un ordre determinat. 

2. Obrir l'ampolla del reactiu d'unió (1) i introduir tot el contingut de l'envàs de l'ampolla de 

reactiu d'unió (1) en el compartiment 1 del cartutx. 

3. Afegir el volum de 2 pipetes de mostra en el compartiment S del cartutx i tancar la tapa del 

cartutx. 

4. Seguidament es carregen els cartutxos de reactius i els tubs de mostres en les posicions 

indicades a l'estació de treball. S'ha d'iniciar la prova en els 30 minuts posteriors a l'addició 

dels reactius. 

A continuació es posen els cartutxos al termociclador i s’activa el protocol seguint les instruccions del 

software del fabricant. Els passos del software GeneXpert® Dx són els següents: 

1. Encendre l'equip i l'instrument GeneXpert® Dx. 

2. Fer doble clic en la icona d'accés directe al programa GeneXpert® Dx. 

3. Escriure el nom d'usuari (genexpert) 

4. Fer clic en Create Test. Apareix el quadre de diàleg Scan Cartridge Barcode 

5. Llegir el codi de barres del cartutx Xpert Flu A Panel. Apareix la finestra . Usant la informació 

del codi de barres, el software emplenarà automàticament Select Assay, Reagent Lot ID, 

Cartridge SN i Expiration Date. 

6. En el quadre Sample ID escriure la identificació de la mostra. 

7. Afegir qui fa la prova i el tipus de mostra en el quadre Notes. 

8. Fer clic a Start Test. En el quadre de diàleg que apareix, escriure la contrasenya (genexpert). 

S’encén una llum verda a sobre del mòdul que s’ha d’utilitzar. 

9. Obrir la pota del mòdul de l'instrument, carregar el cartutx i tancar la porta. S’encén una llum 

verda i comença el procés. 

10. Quan ha acabat l'estudi obrir la porta del mòdul de l'instrument i retirar el cartutx. Llençar el 

cartutx al contenidor de rebuig del laboratori. 

Els resultats que es van obtenir de les diferents etapes del procés eren resultats qualitatius en termes 

d’amplificació. 
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Es podien obtenir quatre resultats diferents: positius, negatius, invàlids o erronis. Els resultats positius 

es diferenciava entre grip estacional A o virus gripal pandèmic. En el cas d’un resultat negatiu, es 

comunicava el resultat i es descartava la mostra. Finalment, les mostres amb resultat invàlid o erroni, es 

repetia el procés sempre que quedés mostra suficient. 

DIAGNÒSTIC MOLECULAR DE LA INFECCIÓ 

RESPIRATÒRIA EN MOSTRA PEDIÀTRICA 

El diagnòstic virològic molecular es va aplicar sols a mostres pediàtriques. Es van utilitzar 80 mocs 

nasofaringis seleccionats de pacients menors de 6 anys atesos al servei d’urgències pediàtriques de 

l’hospital i amb sospita d’infecció respiratòria vírica. La recollida de les mostres es va dur a terme en 

dos períodes de temps diferents, per tal de no incloure els mesos amb els virus més predominants (RSV 

i FLUAV) i així detectar el màxim nombre de virus diferents possibles. Les mostres es van processar pels 

mètodes convencionals i paral·lelament es van processar també per a la detecció d’àcids nucleics amb 

tècniques comercials basades en sistemes de PCR múltiplex. 

EXTRACCIÓ D’ÀCIDS NUCLEICS 

Les mostres seleccionades per a l’estudi molecular es van sotmetre inicialment a un procés d’extracció 

dels àcids nucleics mitjançant el sistema automàtic EZ1 Virus Mini Kit v2.0 i el Bio Robot EZ-1 (Qiagen® 

GmbH, Hilden, Alemanya). Aquest sistema proporciona un procediment totalment automatitzat per a 

la purificació simultània de DNA viral i RNA a partir d’una mostra directa, en el nostre cas moc 

nasofaringis. 

El procés d’extracció d’àcids nucleics utilitzava una tecnologia de partícules magnètiques que permetia 

la purificació d'àcids nucleics, lliures de proteïnes, nucleases i altres impureses. El procediment de 

purificació comprèn 4 etapes: a) Lisis de proteïnes mitjançant una proteïnasa K i un tampó de lisi, els 

quals junts digereixen les proteïnes i inactiven les RNases. b) Unió dels àcids nucleics virals a partícules 

magnètiques. c) Eliminació dels contaminants mentre que els àcids nucleics virals romanen units a les 

partícules magnètiques. d) Elució dels àcids nucleics purs. 
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Es va realitzar l’extracció dels àcids nucleics virals amb 200 µl de mostra fresca prèviament conservada 

a 2-4ºC. La mostra sobrant es van congelar a -80ºC. Per a cada extracció es va preparar prèviament un 

RNA transportador a partir del liofilitzat proporcionat al kit. Per a cada mostra es dissolen 3,6 µg de 

RNA transportador liofilitzat en un volum total de 60 µl de tampó AVE. El volum total de solució de 

RNA-Buffer amb tampó AVE ha de ser de 60 µl, dels quals 50 µl es transfereixen a la barreja de lisi (això 

es correspon amb 3 µg de RNA transportador). El material necessari per a cada extracció es mostra a la 

taula 15. 

Taula 15 

Materials i reactius del EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen®) 

MATERIAL PRESENTACIÓ CONSERVACIÓ 

Cartutxos de reactius, Virus Mini v2.0 48 u 

Tots els tampons i reactius es poden 

emmagatzemar a temperatura 

ambient (15-25 ° C). No congelar. 

Puntes de pipeta d’un sol ús 50 u 

Filtres d’un sol ús 50 u 

Tubs de mostres (2 ml) 100 u 

Tubs d'elució (1,5 ml) 100 u 

RNA transportador (liofilitzat) 310 µg 

Tampó AVE 3 x 2 ml 

Q-Card 1 u 

Manual d’instruccions 1 u 

El protocol d’extracció va ser el següent: 

1. Per a cada mostra, preparar una solució de 60 µl (tampó AVE) que conté 3,6 µl de RNA 

transportador prèviament dissolt en un tub de 1,5 ml. Barrejar suaument amb la pipeta la 

solució 10 vegades 

2. Carregar el tub de 1,5 ml als cartutxos de reactius subministrats amb el EZ1 Virus Mini Kit v2.0. 

A continuació es transfereixen 200 µl de cada mostra als tubs de mostra de 2 ml subministrats 

amb el kit. 

3. Seguidament es carregen els cartutxos de reactius i els tubs de mostres en les posicions 

indicades a l'estació de treball del EZ1. S’activa el protocol d’extracció automàtic segons les 

recomanacions del fabricant. 

4. Un cop finalitzat el procés es recuperen els tubs de mostra on han estat dipositats els extractes 

d’àcids nucleics. 
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Els extractes es van conservar a 2-4ºC un màxim de 24 hores abans de l’amplificació i posteriorment 

es van emmagatzemar a -20ºC. 

DETECCIÓ D’ÀCIDS NUCLEICS PEL SISTEMA SEEPLEX® 

Els extractes s’utilitzaven per a la detecció molecular mitjançant dos tècniques diferents. La primera 

tècnica utilitzada va ser el sistema Seeplex® RV12 ACE Detection Kit (Seegene, Seul, Corea del Sur). 

El mètode Seeplex® estava basat en la tecnologia DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide), la qual 

utilitzava encebadors duals per a l’amplificació del material nucleic. A la figura 14 es mostra un esquema 

de la tecnologia DPO™. 

Amb aquesta tecnologia s’evitava la formació de copies de DNA no específiques i es generava una 

elevada especificitat constant a la PCR. L’anàlisi dels amplicons obtinguts es realitzava mitjançant un 

sistema automatitzat de microelectroforesis capil·lar. Aquest mètode donava resultats en 

aproximadament 5 hores i permetia detectar els virus respiratoris: RSV-a, RSV-b, FLUAV, FLUBV, AdV, 

RV A/B, hMPV, PIV-1, PIV-2, PIV-3, HCoV-229E, HCoV-NL63 i HCoV-OC43. 

Figura 14 

Esquema del sistema DPO™. Els encebadors duals consten de dues regions encebadores separades 

(una seqüència estabilitzadora a l’extrem 5' i una seqüència determinant a l’extrem 3') unides per 

un enllaçador polideoxiinosínic. La zona d’enllaç te una "estructura de bombolla", que en si mateix 

no està implicat en l'encebat, sinó que delimita la frontera entre l'estabilitzador de l’extrem 5' i el 

determinant de l’extrem 3'. 
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Retrotranscripció del RNA. 

En el cas de Seeplex®, l’extracte obtingut es va sotmetre a un pas previ a l’amplificació de 

retrotranscripció (RT) amb els elements del kit Fermentas (RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit), de 

Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA) per tal de sintetitzar un DNA complementari (DNAc) al 

RNA viral obtingut en l’extracció a partir d’uns encebadors random proporcionats al kit. 

El protocol de retrotranscripció va ser el següent: 

1. En un tub de PCR en gel, s’afegeix 1 µl de encebadors random (0.2 μg/μl), 3 µl de solució 

aquosa dietilpirocarbonat i 8 µl total del RNA extracte. S’aconsegueix un volum total de 12 µl. 

Un cop utilitzats, els extractes sobrants es conservaven a -80ºC. 

2. S’incuba durant 3 min a 80ºC i seguidament es refreda el tub en gel durant 2 min i es centrifuga 

breument 

3. A continuació s’afegeix a cada tub tampó de retrotranscripció (RT), la barreja de nucleòtids, els 

inhibidors de les RNases i l’enzim Transcriptasa inversa. Els reactius de la master-mix per a la 

retrotranscripció es mostren a la taula 16. 

Taula 16 

Master-mix per a la retrotranscripció del mètode Seeplex®(Seegene) 

REACTIUS VOLUM 

Tampó de RT (5X) 4 µl 

Barreja dNTP 10 mM 2 µl 

Inhibidor de RNases 1 µl 

Transcriptasa inversa (200 u/µl) 1 µl 

VOLUM TOTAL 20 µl 

4. Obtenim un tub de PCR amb un volum total de 20 µl que incubarem a 37ºC durant 90 min. 

5. Posteriorment s’escalfen els tubs a 94ºC durant 2 min i seguidament es refreden en gel durant 

2 min i es centrifuguen breument. 

Els tubs amb el DNAc es conserven a -20ºC fins al moment de l’amplificació. 
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Amplificació dels àcids nucleics 

Per a l’amplificació dels extractes s’utilitzen dos múltiplex simultànies separades en dos tubs diferents. 

El tub A servirà per realitzar la múltiplex per a l’amplificació dels virus hMPV, AdV, HCoV-229E/NL63, 

PIV-1, PIV-2 i PIV-3. El tub B servirà per realitzar la múltiplex per a l’amplificació dels virus RSV-a, RSV-

b, FLUAV, FLUBV, RV i HCoV-OC43/HKU1. 

Per a cada tub de DNAc es preparen dos tubs de PCR amb la Master-mix corresponent (A i B). Els 

reactius de la Master-mix per a l’amplificació dels àcids nucleics es mostren a la taula 17. 

Taula 17 

Master-mix per a l’amplificació dels àcids nucleics del mètode Seeplex®(Seegene) 

REACTIUS VOLUM 

Encebadors RV12 ACE A o B (5X) 4 µl 

Solució 8-Mop 3 µl 

Solució Master mix (2X). 10 µl 

VOLUM TOTAL 17 µl 

El protocol d’amplificació va ser el següent: 

1. Descongelar i centrifugar breument els extractes de DNAc. 

2. Afegir 17 µl de solució Master-mix en tubs de PCR prèviament marcats i separats. 

3. A continuació afegir 3 µl d’extracte de DNAc a cada tub múltiplex (A i B) i resuspendre amb 

pipeta. Canviar de pipeta per cada tub. Obtenim un tub de PCR amb un volum total de 20 µl 

que utilitzarem en l’amplificació. 

L’amplificació es va realitzar amb un termociclador seguint els següents cicles de temperatures: 1 cicle 

de 94ºC durant 15 min, 40 cicles de 94ºC durant 0,5 min + 60ºC durant 1,5 min + 72ºC durant 1,5 min, 

i finalment 1 cicle de 72ºC durant 10 min. El programa durava aproximadament 3 hores. Un cop finalitzat 

el cicle d’amplificació irradiar llum UV sobre els productes amplificats durant 20 min per evitar la 

contaminació creuada. 

Els productes amplificats es conservaven a 2-4ºC durant un màxim de 24 hores abans de la lectura dels 

amplificats. El producte sobrant, es va emmagatzemar a -20ºC. 
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Lectura dels resultats 

L’anàlisi dels amplicons obtinguts es va realitzar mitjançant un sistema automatitzat de 

microelectroforesis capil·lar (MultiNA, Shimadzu Biotech, Kyoto, Japó). 

Els amplificats es van analitzar utilitzant el kit DNA 500 MultiNA MCE-202 (Shimadzu Biotech, Kyoto, 

Japó) Les mostres es van preparar prèviament amb els reactius proporcionats al kit DNA 500: el tampó 

de separació i el reactiu marcador de DNA. 

Les mostres es van col·locar en l'instrument MultiNA juntament amb els reactius. La lectura es 

automàtica i es va realitzar seguint les instruccions del software del fabricant. El lector proporcionava 

un informe final on s’indicaven els resultats obtinguts. La figura 15 mostra un exemple de la lectura d’un 

gel. 

Els resultats obtinguts podien ser positius, negatius o no concloents (mostra inhibida). En el cas de les 

mostres no concloents, l’anàlisi es va repetir una vegada més a partir dels amplificats conservats 

prèviament a -20ºC. 

Figura 15 

Esquema de visualització dels resultats obtinguts per a una mostra pel mètode Seeplex®: A) Imatge 

virtual del gel, i B) electroferograma corresponent al gel, que mostra la intensitat de les bandes (en 

l’exemple, positiu per hMPV). 
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DETECCIÓ D’ÀCIDS NUCLEIS PEL SISTEMA CLART® 

Els extractes s’utilitzaven per a la detecció molecular mitjançant dos tècniques diferents. La segona 

tècnica utilitzada va ser el sistema CLART® Pneumovir Kit (CLART®, GENOMICA S.A.U, Madrid, Espanya) 

i revelat per hibridació en microarrays (CLONDIAG Chip Technologies GMBH, Jena, Alemanya). 

El mètode CLART® utilitzava la tecnologia dels microarrays de baixa densitat. Els arrays venien inclosos 

en uns tubs especials, els tubs AT (de les seves sigles en anglès: Array Tube) (veure figura 16). Aquest 

permetia detectar els virus respiratoris: RSV-a, RSV-b, FLUAV, FLUBV, FLUCV, AdV, EV (Echovirus), RV, 

hMPV-a i hMPV-b, HCoV-229E, PIV-1, PIV-2, PIV-3, PIV-4 A/B i HBoV. 

Aquest mètode estava basat en la precipitació d’un producte insoluble en aquelles zones del microarray 

on es produïa la hibridació dels productes amplificats amb sondes específiques. En essència, durant la 

RT-PCR els productes amplificats eren marcats amb biotina. Després de l’amplificació, aquests 

productes s’hibridaven amb les seves respectives sondes que es trobaven en zones concretes del 

microarray incorporat en uns tubs anomenats AT. Posteriorment s’incubaven amb una solució 

d’estreptavidina-perodixasa per fixar la unió i permetre la seva lectura posterior degut a la precipitació 

per hibridació. Aquest mètode donava resultats en aproximadament 8 hores. Un cop utilitzats, els 

extractes sobrants es conservaven a -80ºC. 

 

Figura 16 

Esquema del tub AT utilitzat al mètode CLART®. El microarray té unes mida 

aproximada de 3x3 mm. La versió impresa (spotted) permet 120 sondes. 
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Amplificació dels àcids nucleics 

Amb aquest sistema no era necessària una retrotranscripció prèvia. Durant el procés era necessari 

treballar amb els tubs en gel. 

Per a l’amplificació dels extractes s’utilitzen dos múltiplex simultànies separades en dos tubs diferents. 

Els materials i reactius estan descrits a la taula 18. 

Taula 18 

Materials i reactius per a l’amplificació del kit CLART® PneumoVir (GENOMICA) 

MATERIAL DESCRIPCIÓ CONSERVACIÓ 

Tubs PCR 

transparents (PCR 

múltiplex 1) 

43 μl de Master-mix per amplificar: RSV-a, hMPV-a, hMPV-b, 

HCoV-229E, PIV-1, PIV-2, PIV-3 i PIV-4 A/B  
-20ºC 

Tubs PCR colorejats 

(PCR múltiplex 2) 

43 μl de Master-mix per amplificar: RSV-b, FLUAV, FLUBV, 

FLUCV, AdV, EV (Echovirus), RV i HBoV 
-20ºC 

Barreja d’enzims Barreja d’enzims RT (retrotranscriptasa) i DNA polimerasa -20ºC 

El protocol d’amplificació va ser el següent: 

1. Descongelar i mantenir en gel els tubs múltiplex i els extractes a analitzar. 

2. Per a cada tub múltiplex (dos per cada extracte) afegir en primer lloc 2 µl de la barreja d’enzims 

proporcionada pel fabricant (inclou un enzim RT i una DNA polimerasa) a cada tub múltiplex. 

3. A continuació afegir 5 µl d’extracte a cada tub múltiplex i resuspendre amb pipeta. Canviar de 

pipeta per cada tub. Obtenim un tub de PCR amb un volum total de 7 µl que utilitzarem en 

l’amplificació. 

L’amplificació es va realitzar amb un termociclador seguint els següents cicles de temperatures: 1 cicle 

de 45ºC durant 45 min + 95ºC durant 15 min, 45 cicles de 95ºC durant 0,5 min + 50ºC durant 1,5 min 

+ 68ºC durant 1 min, i finalment 1 cicle de 68ºC durant 10 min. El programa durava aproximadament 5 

hores. 

Els productes amplificats es conservaven a 2-4ºC durant un màxim de 24 hores abans de la lectura dels 

amplificats. El producte sobrant, es va emmagatzemar a -20ºC. 
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Hibridació dels productes amplificats 

Per a aquest pas es necessita una desnaturalització prèvia. Utilitzar el termociclador amb un cicle de 

95ºC durant 10 min. Immediatament després de la desnaturalització col·locar els tubs dels amplificats 

en gel. Els materials i reactius estan descrits a la taula 19. 

Taula 19 

Materials i reactius per a la visualització dels amplificats del kit CLART® PneumoVir (GENOMICA) 

MATERIAL DESCRIPCIÓ CONSERVACIÓ 

Tubs AT 
Subministrats segellats tèrmicament. Conservar tancats i protegits de 

la llum. 
4ºC 

Solució SHb Solució d’Hibridació 4ºC 

Solució DC Solució de Conjugació 4ºC 

Reactiu CJ Conjugat 4ºC 

Solució RE Solució de Revelatge 4ºC 

Solució TR Tampó de Rentat 4ºC 

El protocol d’amplificació va ser el següent: 

1. Preparar la solució del tampó de rentat (TR) diluït en aigua destil·lada (dilució al 10%). Per a 24 

mostres, afegir 3 ml de solució TR a 27 ml d’aigua destil·lada. 

2. Es realitza un pre-rentat dels Array Tube (AT) afegint 300 µl de la solució TR diluïda a cada tub 

i invertint els tubs 10-15 vegades. Es retira la solució TR diluïda amb una pipeta. Repetir el 

rentat una segona vegada. 

3. Per la hibridació s’afegeixen 100 µl de solució d’hibridació (SHb) temperada sense que es formi 

escuma. A continuació s’afegeixen 3 µl de cada tub d’amplificació i es resuspèn amb la pipeta 

perquè es barregi amb la solució SHb. S’incuba en un termobloc durant 1 hora i mitja a 50ºC 

i agitació orbital a 550 rpm. 

4. Retirar els tubs i eliminar la solució SHb amb pipeta. Rentar els tubs AT afegint 300 µl de la 

solució TR diluïda a cada tub i invertint els tubs 10-15 vegades. Retirar la solució TR diluïda 

amb una pipeta. 

5. Afegir al tub AT 100 µl de solució de conjugació (DC) diluïda (100 µl de diluent del conjugat 

(CJ) i 0,8 µl de solució DC a cada tub AT). Incubar durant 15 min a 30ºC i agitació orbital a 550 

rpm. 
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6. Extreure la solució DC amb pipeta. Rentar dos vegades el tub AT afegint 300 µl de la solució 

TR diluïda a cada tub i invertint els tubs 10-15 vegades. Retirar la solució TR diluïda amb una 

pipeta. 

7. Finalment afegir 100 µl de solució revelatge (RE) a cada tub i incubar 10 min a 25ºC sense 

agitació. Llegir els tubs de forma seqüencial. 

Lectura dels resultats 

L’anàlisi del patró d’hibridació es va realitzar mitjançant el lector òptic (CLONDIAG Chip Technologies 

GMBH, Jena, Alemanya). Cada tub AT incorpora unes zones de control de la reacció d'amplificació i unes 

zones de control d'alineament necessàries per a la lectura. La figura 17 mostra un exemple de la lectura 

d’un microarray. 

Els tubs AT revelats es van llegir de forma seqüencial seguint les instruccions del software del fabricant. 

El lector òptic proporcionava un informe final on s’indicaven els resultats obtinguts. Cada virus tenia un 

patró de punts del microarray propi que venia determinat per el fabricant. 

Els resultats obtinguts podien ser positius, negatius o no concloents (mostra inhibida). En el cas de les 

mostres no concloents, l’anàlisi es va repetir una vegada més a partir dels amplificats conservats 

prèviament a -20ºC. 

Figura 17 

Esquema de visualització de uns resultats obtinguts per un microarray pel mètode CLART®. 

Cada microarray té uns punts de control d’alineament i de control intern. 
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ANÀLISI DE DADES 

Es van recollir les dades epidemiològiques de les mostres analitzades corresponents a edat, sexe i 

diagnòstic clínic dels pacients a les que pertanyien. Es va desenvolupar una base de dades amb el 

programa MS Access, on es van incloure tots els casos de l’estudi epidemiològic amb les dades 

esmentades. 

Per a l’anàlisi final dels resultats obtinguts, es van dividir els resultats en funció dels objectius establerts 

i es va analitzar cada secció de manera individual. 

Degut als diferents mètodes d’anàlisi utilitzats pel laboratori, a part dels virus respiratoris ja esmentats 

es podien detectar altres virus que també poden causar símptomes d’infecció respiratòria però que no 

són considerats pròpiament com a virus respiratoris, com és el cas dels herpesvirus 1 (HHV-1), el 

citomegalovirus o herpesvirus 5 (HHV-5), el virus de la varicel·la-zòster o herpesvirus 3 (HHV-3) i el virus 

de les galteres. En aquestes casos, els positius es van informar als metges responsables dels pacients 

però no van ser analitzats. 

ANÀLISI EPIDEMIOLÒGIC 

Per conèixer la freqüència dels diferents virus respiratoris detectats, es van recopilar les dades de tots 

els virus respiratoris detectats durant tot el període d’estudi. 

Per comprovar l’existència o no d’una distribució estacional dels diferents virus respiratoris, es van 

analitzar individualment els resultats obtinguts en cada any de l’estudi i els resultats obtinguts en cada 

mes de l’estudi. Es van aplicar proves estadístiques. 

Per l’anàlisi d’edats, els resultats es van distribuir en diferents grups segons l’edat del pacient. Els rangs 

establerts van ser el següents: pacients menors de 6 mesos d'edat (≤6 mesos); pacients entre 6 i 12 

mesos d'edat (6-12 mesos); pacients entre 1 i 3 anys d'edat (1-3 anys); pacients entre 3 i 5 anys d'edat 

(3-5 anys); pacients entre 5 i 18 anys d'edat (5-18 anys); pacients entre 18 i 30 anys d'edat (18-30 anys); 

pacients entre 30 i 40 anys d'edat (30-40 anys); pacients entre 40 i 60 anys d'edat (40-60 anys) i els 

pacients majors de 60 anys d'edat (≥60 anys). 
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Les edats no es solapaven entre elles per tal d’evitar duplicats. Es van considerar mostres pediàtriques 

aquelles que eren de pacients menors de 18 anys d’edat tal i com es considera en el nostre hospital. 

En el cas de les mostres on no es va poder recuperar l’edat, es van classificar en un subgrup el qual es 

va anomenar Edat Desconeguda (ED). Es van aplicar proves estadístiques. 

ANÀLISI MOLECULAR COMPARATIU 

En l’estudi molecular per a la comparació entre les diferents tècniques de diagnòstic, es van comparar 

els resultats obtinguts per les diferents metodologies i també es van recollir les dades clíniques de les 

mostres seleccionades. 

Per a la lectura dels resultats, es va establir un criteri de positivitat per facilitar l’anàlisi comparatiu: es 

va determinar que una mostra es considerava clínicament rellevant o veritable positiva quan es 

detectava un virus respiratori pels mètodes convencionals independentment del resultat molecular, o 

per ambdós mètodes moleculars alhora. 

ESTUDI ESTADÍSTIC 

Per l’anàlisi de les dades contínues, es va utilitzar la prova t-test de dades independents, mentre que 

per les dades categòriques es va utilitzar la prova de Khi-quadrat. Totes les dades van ser analitzades 

amb el programa d'IBM SPSS versió v20.0 (IBM Corp, Armonk, Nova York, Estats Units). 

Donat que les variables estudiades van ser de tipus qualitatiu, es va realitzar un anàlisi bivariant per 

estudiar les possibles relacions entre les variables. Quan les variables a relacionar donaven taules de 

més de 2x2 es van calcular els residus tipificats corregits per estudiar entre quines variables es donaven 

diferencies estadísticament significatives (quan mitjançant la prova de Khi-quadrat s’acceptava que 

globalment existien diferencies estadísticament significatives). Els residuals tipificats corregits indiquen 

que entre dos grups existeixen diferencies significatives quan el valor que obtenim està per fora de 

l’interval [-3, 3]. Les associacions obtingudes amb un valor de p<0,01 van ser considerades significatives. 
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RESULTATS 

Durant un període de disset anys des de l’1 de gener de 1997 i fins al 31 de desembre de 2013, al 

laboratori de Microbiologia de l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, s’han rebut un total de 36.744 

mostres respiratòries per estudi virològic. 

De les 36.744 mostres arribades 28.394 (77,3%) corresponien a mocs nasofaringis, 3.962 (10,8%) a 

exsudats nasals i faringis, 2.738 (7,4%) a rentades broncoalveolars, 882 (2,4%) a frotis faringis, 737 (2%) 

a biòpsies pulmonars, 30 (<1%) a aspirats traqueals i 1 esput. D’aquestes mostres, es van obtenir 

resultats positius en el 41,2% dels mocs nasofaringis, en el 24,8% dels exsudats nasals i faringis, en el 

10% de les rentades broncoalveolars, en el 24,8% dels frotis faringis, en el 3,3% de les biòpsies 

pulmonars, en el 16,7% dels aspirats traqueals i cap en l’esput. 

El total de mostres rebudes per any i la seva distribució mensual es mostra a la taula 20. 

Les mostres es corresponien amb 20.441 (55,6%) casos d’homes, amb 16.009 (43,6%) casos de dones i 

en 294 casos no constava el sexe.
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Taula 20 

Distribució mensual de les mostres rebudes cada any durant el període d’estudi. 

ANYS G F M A M J J A S O N D Total 

1997 145 169 78 68 59 28 35 18 27 51 78 196 952 

1998 247 303 182 115 96 71 73 48 68 122 223 395 1.943 

1999 278 229 172 148 116 84 62 36 57 168 194 281 1.825 

2000 472 291 192 131 121 93 77 33 57 88 185 305 2.045 

2001 297 252 185 158 130 106 91 57 84 152 161 257 1.930 

2002 369 221 187 103 89 74 71 52 105 139 224 302 1.936 

2003 202 224 241 150 133 138 87 73 84 191 322 420 2.265 

2004 198 156 158 116 121 128 97 59 68 130 204 310 1.745 

2005 464 254 248 166 138 109 81 71 100 190 253 241 2.315 

2006 177 195 360 145 118 92 105 67 69 155 279 315 2.077 

2007 421 407 269 157 137 96 53 39 61 165 257 376 2.438 

2008 336 283 205 167 121 88 65 41 63 164 284 314 2.131 

2009 583 350 409 164 179 90 204 219 222 318 789 625 4.152 

2010 287 199 216 148 175 124 114 86 84 136 185 492 2.246 

2011 679 502 290 139 139 130 80 69 80 103 172 226 2.609 

2012 146 549 415 146 103 73 64 58 68 103 155 167 2.047 

2013 299 481 264 161 119 89 85 51 58 124 139 218 2.088 

Total 5.600 5.065 4.071 2.382 2.094 1.613 1.444 1.077 1.355 2.499 4.104 5.440 36.744 

1
1

4
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De les 36.744 mostres, 11.298 (30,7%) provenien de pacients ≤ de 6 mesos d’edat, 4.161 (11,3%) de 

pacients de 6 a 12 mesos d’edat, 6.156 (16,7%) a pacients de 1 a 3 anys d’edat, 2.052 (5,6%) a pacients 

de 3 a 5 anys d’edat, 2.600 (7,1%) a pacients de 5 a 18 anys d’edat, 1.065 (2,9%) a pacients de 18 a 30 

anys d’edat, 1.457 (4%) a pacients de 30 a 40 anys d’edat, 3.183 (8,7%) a pacients de 40 a 60 anys d’edat, 

4.304 (11,7%) a pacients ≥ 60 anys d’edat i en 477 (1,3%) no constava l’edat del pacient. 

Un total de 33.696 es van processar amb els mètodes convencionals, la resta, 3.048, es van processar 

només per detecció molecular de virus gripals. 

De les 36.744 mostres estudiades, 13.201 (35,9%) van resultar positives per un o més virus. En 428 (3,2%) 

mostres es va detectar més d’un virus respiratori. En total es van detectar 13.630 (37,1%) virus 

respiratoris. 

La distribució anual de les mostres totals rebudes i les mostres positives es mostra a la figura 18 i la 

distribució mensual de les mostres rebudes i els positius detectats es mostra a la figura 19. 

 

Figura 18 

Distribució anual de les mostres totals i els positius detectats durant 1997-2013. Es mostra el 

percentatge de les mostres totals respecte a la n=36.744 i el percentatge dels positius detectats 

respecte al número de mostres rebudes cada any. 
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Com s’observa a la figura 18, l’any amb més mostres rebudes va ser el 2009, i l’any amb menys mostres 

al 1997. Les dades obtingudes demostren que el número de mostres positives és significativament 

diferent segons l’any d’estudi (p<0,001). Els anys amb més mostres positives detectades van ser 

respectivament els anys 1999, 2000 i 1998. Per contra, els anys 2001 i 2004 es van registrar menys 

mostres positives que en cap altre any. 

 

Com s’observa a la figura 19, el major número de mostres rebudes ocorre durant els mesos d’hivern, 

mentre que a l’estiu les mostres rebudes es redueixen a més de la meitat. La distribució de les mostres 

rebudes és significativament diferent entre el període d’hivern i d’estiu (p<0,001). El major nombre de 

mostres positives també es dona durant els mesos d’hivern, on els mesos amb més deteccions són 

desembre i gener, seguits pels mesos de novembre i febrer. La resta de mesos de l’any, el nombre de 

mostres positives detectades és significativament menor que durant el període d’hivern (p<0,001). 

 

Figura 19 

Distribució estacional de les mostres totals i els positius detectats durant 1997-2013. Es mostra el 

percentatge de les mostres totals respecte a la n=36.744 i el percentatge dels positius detectats 

respecte al número de mostres rebudes cada mes. 
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OBJECTIU 1. CONÈIXER LA FREQÜÈNCIA DELS DIFERENTS VIRUS 

RESPIRATORIS DETECTATS. 

Els diferents virus respiratoris detectats i la freqüència de cada un es representa a la taula 21. 

Taula 21 

Total de virus detectats i percentatge de cadascun d’ells. 

Virus # deteccions positives % positius 

RSV 4.008 29,4 

FLUAV 3.912 28,7 

FLUBV 911 6,7 

AdV 1.997 14,7 

EV 1.273 9,3 

RV 602 4,4 

hMPV a 238 5,1a 

PIV-1 155 1,1 

PIV-2 100 < 1 

PIV-3 413 3 

PIV-4 2 < 1 

PIV 19 < 1 

Total 13.630 - 
a Inici de la detecció al desembre de 2008. El percentatge s’ha calculat en base al total de virus positius 

detectats des d’aquesta data (n=4.692). 

El RSV va ser el virus detectat amb més freqüència en tot el període d'estudi, essent el 29,4% del total 

de virus detectats. El FLUAV, va ser el segon virus més detectat, representava el 28,7% del total de virus. 

L’AdV va ser el tercer virus més detectat representant el 14,7% dels virus. La resta de virus respiratoris 

es van detectar amb una freqüència inferior al 10%: els EV es van detectar amb una freqüència del 9,3%, 

el FLUBV amb 6,7% del total, i els RV amb el 4,4% del total de virus detectats. Els virus parainfluença 

més detectat va ser el PIV-3, amb una freqüència de detecció del 3% dels virus totals. Els PIV-1 es van 

detectar en l’1,1% dels casos, mentre que els PIV-2 van tenir una detecció inferior a l’1% del total. En 

19 casos es van detectar virus parainfluença (PIV) que no van poder ser tipificats, i que representaven 

menys de l’1% dels positius. En dos únics casos es va detectar el virus parainfluença 4, un cas com a 

únic virus i un cas de detecció múltiple amb RV. A partir del desembre de 2008 es van detectar 238 

hMPV que van representar el 5,1% dels virus detectats (n=4.692) des que es va introduir la tècnica. 
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Es van trobar co-deteccions en 428 (3,2%) mostres positives. Totes les co-deteccions van ser dobles, 

tret d’un únic cas on es va donar una detecció triple formada per FLUAV/AdV/EV. Aquestes co-

deteccions es van detectar en mostres processades per mètodes convencionals, tret d’un únic cas de 

FLUAV/FLUBV en una mostra processada per PCR de virus gripals. Els virus que es van trobar amb més 

freqüència en les co-deteccions van ser el RSV i el FLUAV. La combinació més freqüent va ser 

RSV/FLUAV representant el 25,7% (110/428). Les diferents co-deteccions es mostren a la taula 22. 

Taula 22 

Combinació dels virus respiratoris (n=854) detectats en co-deteccions dobles (n=427). Els resultats en 

negreta indiquen el número de casos positius totals de cada virus. 

Virus RSV            

FLUAV 110 FLUAV           

FLUBV 12 8 FLUBV          

AdV 45 44 5 AdV         

EV 41 22 5 26 EV        

RV 7 2 0 6 2 RV       

hMPV 2 0 1 12 2 3 hMPV      

PIV-1 1 4 0 7 4 1 0 PIV-1     

PIV-2 0 6 1 2 0 2 0 0 PIV-2    

PIV-3 0 5 1 6 10 6 1 5 0 PIV-3   

PIV-4 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 PIV-4  

PIV 0 2 2 3 2 0 0 0 0 0 0 PIV 

Total a 218 203 35 156 114 30 21 22 11 34 1 9 
a El cas de detecció múltiple amb tres virus respiratoris (FLUAV/AdV/EV) no està inclòs a la taula. 

En 3.048 mostres que només es van processar mitjançant PCR de virus gripals, 898 (29,5%) van resultar 

positives. Es van detectar un total de 899 virus gripals, dels quals 734 (81,6%) eren FLUAV i 165 (18,4%) 

van ser FLUBV. Es va detectar una co-detecció de FLUAV/FLUBV. Aquestes mostres no es van processar 

per detectar la resta de virus respiratoris. 

De les 33.696 mostres processades per mètodes convencionals (excloses les processades per PCR de 

virus gripals), 12.303 (36,5%) van resultar positives. El RSV va representar el 32,6% del total de virus 

detectats; el FLUAV (n=3.178) el 25,8%; l’AdV el 16,2%; els EV el 10,3%; el FLUBV (n=746); els RV el 4,9%; 

el PIV-3 el 3,4%; els PIV-1 l’1,3% del total de virus detectats; i el hMPV el 6,3% dels virus detectats 

(n=3.793) en el període en que es va estudiar. La resta de virus respiratoris, el PIV-2, PIV i PIV-4 van 

mantenir una freqüència de detecció inferior a l’1%. 
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OBJECTIU 2. CONÈIXER LA DISTRIBUCIÓ ESTACIONAL DELS 

DIFERENTS VIRUS RESPIRATORIS DETECTATS. 

Distribució anual dels virus respiratoris 

El percentatge anual dels diferents virus detectats es reflecteix a la taula 23 i la seva representació 

gràfica a la figura 20. 

Taula 23 

Percentatge de cada virus sobre el total de virus de cada any d’estudi. 

ANYS RSV FLUAV FLUBV AdV EV RV PIV-1 PIV-2 PIV-3 hMPV a 

1997 45,1 6 6,8 15,8 15 0 0,3 4,4 2,2 - 

1998 36,5 38,4 1,1 12,4 7,9 0,1 0,6 0,7 2,2 - 

1999 17,1 51,7 2,2 14,6 9,8 0,4 1,2 1,6 1,3 - 

2000 29 56,4 0,1 6,3 6,1 0 0,6 0,1 1,4 - 

2001 38,7 8,1 1,7 19,5 20 0,8 6,6 1 3,7 - 

2002 41,5 13,9 11,1 12,4 12,7 5,8 0,9 0,2 1,3 - 

2003 32,5 30,6 0,4 17,3 10 4,7 1,8 0,6 2 - 

2004 46,8 4 0 13,6 10,3 12,6 5,7 0 7,1 - 

2005 38,2 22,1 5,0 12,0 10,7 6,8 1,6 1,1 2,5 - 

2006 35,9 15,1 5,9 17,9 11,3 6,3 0,3 0 7,2 - 

2007 30,6 23,5 6,0 20,7 6,9 7,4 0,6 1,6 2,7 - 

2008 38,9 11,1 11,8 17,3 11,1 4,1 0,1 0,4 4,4 0,7 

2009 15,5 47,2 6,5 14,1 5,2 4,2 0,5 1 1,8 3,9 

2010 28,3 17,7 0,3 18,0 16,3 7,5 0,1 0,1 4,5 7,2 

2011 25,3 15 19,1 15,8 7,8 5 0,3 0,2 3,6 7,9 

2012 16,3 43,6 7,4 11,8 6,5 7,6 0 0,3 3 3,5 

2013 17,3 14,1 33,1 14,4 4,3 5,9 2,1 0,3 4,9 3,5 

a Inici de la detecció al desembre de 2008. 

No es mostren els PIV ni els de PIV-4. 
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Per tal de conèixer la distribució anual dels diferents virus detectats es va analitzar cada any per separat. 

Any 1997 

Es van analitzar 952 mostres, de les quals 344 (36,1%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 366 (38,4%) virus respiratoris, dels quals: 165 eren RSV (45,1%); 58 

eren AdV (15,8%); 55 eren EV (15%); 25 eren FLUBV (6,8%); 22 eren FLUAV (6%); 16 eren PIV-2 (4,4%); 

16 eren PIV (4,4%); 8 eren PIV-3 (2,2%); 1 era PIV-1 (<1%) i no es va detectar cap RV. Es van detectar 22 

co-deteccions (6,4%) en les mostres positives. La figura 21 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 21 

Virus detectats cada mes de l’any 1997. No es mostren els casos de PIV. 
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Any 1998 

Es van analitzar 1.943 mostres, de les quals 932 (48%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 992 (51,1%) virus respiratoris, dels quals: 381 eren FLUAV (38,4%); 

362 eren RSV (36,5%); 123 eren AdV (12,4%); 78 eren EV (7,9%); 22 eren PIV-3 (2,2%); 11 eren FLUBV 

(1,1%); 7 eren PIV-2 (<1%); 6 eren PIV-1 (<1%), 1 era RV (<1%) i 1 era PIV (<1%). Es van detectar 59 co-

deteccions (6,3%) en les mostres positives. La figura 22 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 22 

Virus detectats cada mes de l’any 1998. No es mostra el cas de PIV. 
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Any 1999 

Es van analitzar 1.825 mostres, de les quals 987 (54,1%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 1.041 (57%) virus respiratoris, dels quals: 538 eren FLUAV (51,7%); 

178 eren RSV (17,1%); 152 eren AdV (14,6%); 102 eren EV (9,8%); 23 van ser FLUBV (2,2%); 17 eren PIV-

2 (1,6%); 14 van ser PIV-3 (1,3%); 13 eren PIV-1 (1,3%) i 4 varen ser RV (<1%). Es van detectar 54 co-

deteccions (5,5%) en les mostres positives. La figura 23 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 23 

Virus detectats cada mes de l’any 1999. 
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Any 2000 

Es van analitzar 2.045 mostres, de les quals 1.011 (49,4%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 1.081 (52,9%) virus respiratoris, dels quals: 610 eren FLUAV (56,4%); 

313 eren RSV (29%); 68 eren AdV (6,3%); 66 eren EV (6,1%); 15 eren PIV-3 (1,4%); 7 eren PIV-1 (<1%); 1 

eren PIV-2 (<1%); 1 eren FLUBV (<1%); i no es va detectar cap RV. Es van detectar 70 co-deteccions 

(6,9%) en les mostres positives. La figura 24 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 24 

Virus detectats cada mes de l’any 2000. 
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Any 2001 

Es van analitzar 1.930 mostres, de les quals 498 (25,8%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 519 (26,9%) virus respiratoris, dels quals: 201 eren RSV (38,7%); 104 

eren EV (20%); 101 eren AdV (19,5%); 42 eren FLUAV (8,1%); 34 eren PIV-1 (6,6%); 19 eren PIV-3 (3,7%); 

9 eren FLUBV (1,7%); 5 eren PIV-2 (1%) i 4 (<1%) eren RV. Es van detectar 21 co-deteccions (4,2%) en 

les mostres positives. La figura 25 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 25 

Virus detectats cada mes de l’any 2001. 
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Any 2002 

Es van analitzar 1.936 mostres, de les quals 619 (32%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 638 (33%) virus respiratoris, dels quals: 265 eren RSV (41,5%); 89 

eren FLUAV (13,9%); 81 eren EV (12,7%); 79 eren AdV (12,4%); 71 eren FLUBV (11,1%); 37 eren RV (5,8%); 

8 eren PIV-3 (1,3%); 6 eren PIV-1 (<1%), 1 (<1%) va ser PIV-2 i 1 va ser PIV (<1%). Es van detectar 19 

co-deteccions (3,1%) en les mostres positives. La figura 26 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 26 

Virus detectats cada mes de l’any 2002. No es mostra el cas de PIV. 
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Any 2003 

Es van analitzar 2.265 mostres, de les quals 671 (29,6%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 707 (31,2%) virus respiratoris, dels quals: 230 eren RSV (32,5%); 216 

eren FLUAV (30,6%); 122 eren AdV (17,3%); 71 eren EV (10%); 33 eren RV (4,7%); 14 eren PIV-3 (2%); 13 

eren PIV-1 (1,8%); 4 eren PIV-2 (<1%), 3 eren FLUBV (<1%) i 1 va ser PIV (<1%). Es van detectar 36 co-

deteccions (5,4%) en les mostres positives. La figura 27 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 27 

Virus detectats cada mes de l’any 2003. No es mostra el cas de PIV. 
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Any 2004 

Es van analitzar 1.745 mostres, de les quals 479 (27,4%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 494 (28,3%) virus respiratoris, dels quals: 231 eren RSV (46,8%); 67 

eren AdV (13,6%); 62 eren RV (12,6%); 51 eren EV (10,3%); 35 eren PIV-3 (7,1%); 28 eren PIV-1 (5,7%); 

20 eren FLUAV (4%); i no es van detectar cap FLUBV ni PIV-2. Es van detectar 15 co-deteccions (3,1%) 

en les mostres positives. La figura 28 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 28 

Virus detectats cada mes de l’any 2004. 
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Any 2005 

Es van analitzar 2.315 mostres, de les quals 803 (34,7%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 824 (35,6%) virus respiratoris, dels quals: 315 eren RSV (38,2%); 182 

eren FLUAV (22,1%); 99 eren AdV (12%); 88 eren EV (10,7%); 56 van ser RV (6,8%); 41 eren FLUBV (5%); 

21 van ser PIV-3 (2,5%); 13 eren PIV-1 (1,6%) i 9 varen ser PIV-2 (1,1%). Es van detectar 21 co-deteccions 

(2,6%) en les mostres positives. La figura 29 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 29 

Virus detectats cada mes de l’any 2005. 
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Any 2006 

Es van analitzar 2.077 mostres, de les quals 724 (34,9%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 741 (35,7%) virus respiratoris, dels quals: 266 eren RSV (35,9%); 133 

eren AdV (17,9%); 112 eren FLUAV (15,1%); 84 eren EV (11,3%); 53 van ser PIV-3 (7,2%); 47 eren RV 

(6,3%); 44 van ser FLUBV (5,9%); 2 eren PIV-1 (<1%) i no es va detectar cap PIV-2. Es van detectar 17 

co-deteccions (2,3%) en les mostres positives. La figura 30 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 30 

Virus detectats cada mes de l’any 2006. 
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Any 2007 

Es van analitzar 2.438 mostres, de les quals 944 (38,7%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 961 (39,4%) virus respiratoris, dels quals: 294 eren RSV (30,6%); 226 

eren FLUAV (23,5%); 199 eren AdV (20,7%); 71 eren RV (7,4%); 66 van ser EV (6,9%); 58 eren FLUBV (6%); 

26 van ser PIV-3 (2,7%); 15 eren PIV-2 (1,6%) i 6 varen ser PIV-1 (<1%). Es van detectar 17 co-deteccions 

(1,8%) en les mostres positives. La figura 31 representa gràficament els resultats. 

 

 

 

  

Figura 31 

Virus detectats cada mes de l’any 2007. 
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Any 2008 

Es van analitzar 2.131 mostres, de les quals 717 (33,6%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 730 (34,3%) virus respiratoris, dels quals: 284 eren RSV (38,9%); 126 

eren AdV (17,3%); 86 eren FLUBV (11,8%); 81 eren FLUAV (11,1%); 81 van ser EV (11,1%); 32 eren PIV-3 

(4,4%); 30 van ser RV (4,1%); 3 eren PIV-2 (<1%), 1 va ser PIV-1 (<1%) i 1 va ser PIV-4 (<1%). Al mes de 

desembre, es va iniciar la detecció de hMPV, i 5 deteccions van ser positives (<1%). Es van detectar 13 

co-deteccions (1,8%) en les mostres positives. La figura 32 representa gràficament els resultats. 

 

 

  

Figura 32 

Virus detectats cada mes de l’any 2008. No es mostra el cas de PIV-4. 
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Any 2009 

Es van analitzar 4.152 mostres, de les quals 1.522 (36,7%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 1.543 (37,2%) virus respiratoris, dels quals: 728 eren FLUAV (47,2%); 

239 eren RSV (15,5%); 218 eren AdV (14,1%); 101 eren FLUBV (6,5%); 81 van ser EV (5,2%); 65 eren RV 

(4,2%); 60 van ser hMPV (3,9%); 28 van ser PIV-3 (1,8%); 15 eren PIV-2 (1%) i 8 varen ser PIV-1 (<1%). 

Es van detectar 21 co-deteccions (1,4%) en les mostres positives. La figura 33 representa gràficament 

els resultats. 

 

 

  

Figura 33 

Virus detectats cada mes de l’any 2009. 
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Any 2010 

Es van analitzar 2.246 mostres, de les quals 721 (32,1%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 735 (32,7%) virus respiratoris, dels quals: 208 eren RSV (28,3%); 132 

eren AdV (18%); 130 eren FLUAV (17,7%); 120 eren EV (16,3%); 55 van ser RV (7,5%); 53 van ser hMPV 

(7,2%); 33 van ser PIV-3 (4,5%); 2 eren FLUBV (<1%); 1 era PIV-1 (<1%) i 1 va ser PIV-2 (<1%). Es van 

detectar 14 co-deteccions (1,9%) en les mostres positives. La figura 34 representa gràficament els 

resultats. 

 

 

  

Figura 34 

Virus detectats cada mes de l’any 2010. 
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Any 2011 

Es van analitzar 2.609 mostres, de les quals 911 (34,9%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 922 (35,3%) virus respiratoris, dels quals: 233 eren RSV (25,3%); 176 

eren FLUBV (19,1%); 146 eren AdV (15,8%); 138 eren FLUAV (15%); 73 van ser hMPV (7,9%); 72 eren EV 

(7,8%); 46 van ser RV (5%); 33 van ser PIV-3 (3,6%); 3 eren PIV-1 (<1%) i 2 varen ser PIV-2 (<1%). Es van 

detectar 11 co-deteccions (1,2%) en les mostres positives. La figura 35 representa gràficament els 

resultats. 

 

 

  

Figura 35 

Virus detectats cada mes de l’any 2011. 



Resultats 

136 

Any 2012 

Es van analitzar 2.047 mostres, de les quals 698 (34,1%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 706 (34,5%) virus respiratoris, dels quals: 308 eren FLUAV (43,6%); 

115 eren RSV (16,3%); 83 eren AdV (11,8%); 54 van ser RV (7,6%); 52 eren FLUBV (7,4%); 46 eren EV 

(6,5%); 25 van ser hMPV (3,5%); 21 van ser PIV-3 (3%); 2 varen ser PIV-2 (<1%) i no es va detectar cap 

PIV-1. Es van detectar 8 co-deteccions (1,1%) en les mostres positives. La figura 36 representa 

gràficament els resultats. 

 

 

  

Figura 36 

Virus detectats cada mes de l’any 2012. 
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Any 2013 

Es van analitzar 2.088 mostres, de les quals 620 (29,7%) van resultar positives per un o més virus 

respiratoris. En total es van detectar 630 (30,2%) virus respiratoris, dels quals: 208 eren FLUBV (33%); 

109 eren RSV (17,3%); 91 eren AdV (14,4%); 89 eren FLUAV (14,1%); 37 eren RV (5,9%); 31 van ser PIV-

3 (4,9%); 27 van ser EV (4,3%); 22 van ser hMPV (3,5%); 13 eren PIV-1 (2,1%), 2 varen ser PIV-2 (<1%) i 

1 va ser PIV-4. Es van detectar 10 co-deteccions (1,6%) en les mostres positives. La figura 37 representa 

gràficament els resultats. 

 

 

  

Figura 37 

Virus detectats cada mes de l’any 2013. No es mostra el cas de PIV-4. 
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Els virus RSV, FLUAV, AdV, EV i PIV-3 es van detectar durant tots els anys de l’estudi. Els RSV va tenir 

una taxa de detecció que va variar del 15,5 al 46,8% durant els 17 anys d’estudi. Aquestes taxes de 

detecció van ser significativament més altes als anys 2004 i 1997 (p<0,001), mentre que van ser 

significativament més baixes als anys 2009 i 2002 (p<0,001). El RSV es va detectar durant tots els anys, 

i va estar present en sis de cada 12 mesos de l’any. La representació gràfica de la distribució de tots els 

casos de RSV durant els 17 anys d’estudi es mostra a la figura 38 (1997-2005) i a la figura 39 (2005-

2013). 

En el cas del FLUAV, la seva taxa de detecció va variar del 4 al 56,4% dels virus detectats durant els 17 

anys d’estudi. Aquestes taxes van ser significativament més altes als anys 2000, 1999 i 2009 

respectivament, mentre que van ser significativament més baixes als anys 2004, 1997 i 2001, 

respectivament (p<0,001). El FLUAV es va detectar durant tots els anys, i estaven presents 

aproximament quatre o cinc mesos durant l’any, tret de períodes on es van detectar 

ininterrompudament durant molts mesos seguits: entre novembre de 1997 i fins juny de 2001; entre 

desembre de 2004 i fins octubre de 2005; i entre juliol de 2009 i fins febrer del 2010. Durant dos períodes 

als anys 1997 i 2004, no es va detectar FLUAV durant un període de 10 mesos al 1997 i 11 mesos al 

2004. La representació gràfica de la distribució de tots els casos de FLUAV durant els 17 anys d’estudi 

es mostra a la figura 38 (1997-2005) i a la figura 39 (2005-2013). 

Els AdV van tenir una taxa de detecció que va variar del 6,3 al 20,7% dels virus detectats durant els 17 

anys d’estudi. Aquesta taxa va ser significativament més alta l’any 2007, mentre que va ser 

significativament més baixa l’any 2000 (p<0,001). L’AdV va estar present de 10 a els 12 mesos de l’any. 

La representació gràfica de la distribució de tots els casos d’AdV durant els 17 anys d’estudi es mostra 

a la figura 40 (1997-2005) i a la figura 41 (2005-2013). Els EV tenien una distribució com els AdV. La 

seva taxa de detecció va variar del 4,3 al 20% dels virus detectats durant els 17 anys d’estudi. Aquestes 

taxes van ser significativament més altes als anys 2001 i 2010, mentre que van ser significativament més 

baixes als anys 2013 i 2009, respectivament (p<0,001). Aquests virus van estar presents de 10 a 12 

mesos l’any. La representació gràfica de la distribució de tots els casos d’EV durant els 17 anys d’estudi 

es mostra a la figura 40 (1997-2005) i a la figura 41 (2005-2013). En el cas dels PIV-3, també van tenir 

una distribució al llarg de tot l’any. La seva taxa de detecció va variar del 1,3 al 7,2% dels virus detectats 

durant els 17 anys d’estudi. Aquestes taxes van ser significativament més altes als anys 2006 i 2004 

respectivament, mentre que van ser significativament més baixes als anys 1999, 2002 i 2000, 
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respectivament (p<0,001). Aquests virus van estar presents de 5 a 11 mesos l’any. La representació 

gràfica de la distribució de tots els casos de PIV-3 durant els 17 anys d’estudi es mostra a la figura 42 

(1997-2005) i a la figura 43 (2005-2013). 

La detecció de hMPV es va iniciar al desembre del 2008 i des de la seva incorporació es va detectar tots 

els anys amb una taxa de detecció que va variar del 3,5 al 7,9% dels virus detectats durant 5 anys sencers 

d’estudi. Aquesta taxa va ser significativament més alta l’any 2011 (p<0,001). El hMPV va estar present 

en sis de cada 12 mesos de l’any. La representació gràfica de la distribució de tots els casos de hMPV 

durant 5 anys d’estudi es mostra a la figura 44 (2005-2013). 

La resta de virus respiratoris no es van detectar tots els anys d’estudi. En el cas del FLUBV no es va 

detectar durant l’any 2004. La seva taxa de detecció va variar del 0,1 al 33% dels virus detectats durant 

els 17 anys d’estudi. Aquestes taxes van ser significativament més altes als anys 2013 i 2011 

respectivament, mentre que van ser significativament més baixes als anys 2000, 2010 i 2003, 

respectivament (p<0,001). El FLUBV estava present aproximament quatre o cinc mesos durant l’any, tret 

de períodes on la detecció va ser molt baixa, i només es van detectar un pocs casos: vuit casos des 

d’abril de 1997 fins novembre de 1998; tres casos des d’abril de 1999 fins novembre de 2001; tres casos 

durant l’any 2003; i dos únics casos l’any 2010. La representació gràfica de la distribució de tots els 

casos de FLUBV durant els 17 anys d’estudi es mostra a la figura 38 (1997-2005) i a la figura 39 (2005-

2013). 

Els RV, no es van detectar els anys 1997 i 2000. La seva taxa de detecció va variar del 0,1 al 12,6% dels 

virus detectats durant els 17 anys d’estudi. Aquestes taxes van ser significativament més altes als anys 

2004, 2010 i 2007, respectivament, mentre que van ser significativament més baixes als anys 1998, 1999 

i 2001 (p<0,001). Aquests virus van estar presents de 10 a 12 mesos l’any, tret del període comprés 

entre 1997 i 2001 on només es van detectar nou casos en 5 anys (incloent els anys sense deteccions). 

La representació gràfica de la distribució de tots els casos dels RV durant els 17 anys d’estudi es mostra 

a la figura 40 (1997-2005) i a la figura 41 (2005-2013). 
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Figura 38 

Distribució dels RSV, FLUAV i FLUBV detectats. Es mostren la seqüencia d’anys de 1997 fins 2005. 
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Figura 39 

Distribució dels RSV, FLUAV i FLUBV detectats. Es mostren la seqüencia d’anys de 2005 fins 2013. 
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Figura 40 

Distribució dels AdV, EV i RV detectats. Es mostren la seqüencia d’anys de 1997 fins 2005. 
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Figura 41 

Distribució dels AdV, EV i RV detectats. Es mostren la seqüencia d’anys de 2005 fins 2013. 
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Figura 42 

Distribució dels PIV-1, PIV-2 i PIV-3 detectats. Es mostren la seqüencia d’anys de 1997 fins 2005. 
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Figura 43 

Distribució dels PIV-1, PIV-2 i PIV-3 detectats. Es mostren la seqüencia d’anys de 2005 fins 2013. 
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Figura 44 

Distribució dels hMPV i les co-deteccions detectades. Es mostren la seqüencia d’anys de 2005 fins 2013 pels hMPV, i de 1997 fins 2013 per 

les co-deteccions. 
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Els virus PIV-1 no es van detectar durant l’any 2012. La seva taxa de detecció va variar del 0,1 al 6,6% 

dels virus detectats durant els 17 anys d’estudi. Aquestes taxes van ser significativament més altes als 

anys 2001 i 2004 que en la resta d’anys estudiats (p<0,001). Aquests virus podien estar presents de 5 a 

10 mesos l’any, com no detectar-se durant períodes de 16 a 20 mesos. 

Els PIV-2 no es van detectar durant els anys 2004 i 2006, i la seva taxa de detecció va variar del 0,1 al 

4,4% dels virus detectats. Aquestes taxes van ser significativament més altes als anys 1997, 1999 i 2007 

(p<0,001). El PIV-2 podia estar present en cinc de cada 12 mesos de l’any, així com detectar-se només 

durant un o dos mesos de l’any. 

La representació gràfica de la distribució de tots els casos de PIV-1 i PIV-2 durant els 17 anys d’estudi 

es mostra a la figura 42 (1997-2005) i a la figura 43 (2005-2013). 

Els casos de deteccions múltiples es van detectar durant tots els anys de l’estudi. La taxa de co-detecció 

va variar del 1,1 al 6,9% de les mostres positives durant els 17 anys d’estudi. Aquestes taxes van ser 

significativament més altes als anys 2000, 1997 i 1998 respectivament, mentre que van ser 

significativament més baixes als anys 2012, 2011, i 2009 (p<0,001). La representació gràfica de la 

distribució de totes les co-detecció durant els 17 anys d’estudi es mostra a la figura 44. 

Distribució estacional dels virus respiratoris 

Per avaluar l’estacionalitat dels diferents virus respiratoris al llarg de l’any es van agrupar el total de 

casos en mesos. La distribució estacional de tots els virus respiratoris detectats es mostra a la figura 45, 

on s’han distribuït els mesos de juliol a juny per poder observar gràficament els pics epidèmics del 

hivern. 

Els mesos amb més deteccions positives per virus respiratoris van ser els mesos d’hivern i els de menys, 

els mesos d’estiu, a l’igual que la distribució de les mostres estudiades (veure figura 45). Alguns virus 

presentaven una distribució estacional en forma d’onades amb pics en mesos concrets, i altres virus es 

detectaven al llarg de tot l'any. 

El total dels virus respiratoris detectats segon els mesos i la seva representació gràfica individual es 

mostren a la taula 24 i la figura 46. 



 

 

R
e
su

lta
ts 

Taula 24 

Distribució mensual dels virus respiratoris detectats durant el període d’estudi. 

VIRUS a G F M A M J J A S O N D Total 

RSV 
868 355 159 53 21 2 5 2 8 66 765 1.704 

4.008 
21,7% 8,9% 4,0% < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% 1,6% 19,1% 42,5% 

FLUAV 
1.208 793 349 111 90 54 61 61 69 176 435 505 

3.912 
30,9% 20,3% 8,9% 2,8% 2,3% 1,4% 1,6% 1,6% 1,8% 4,5% 11,1% 12,9% 

FLUBV 
160 389 241 44 6 

0 
3 

0 0 
3 14 51 

911 
17,6% 42,7% 26,5% 4,8% < 1% < 1% < 1% 1,5% 5,6% 

AdV 
238 304 290 157 183 134 90 21 36 109 198 237 

1.997 
11,9% 15,2% 14,5% 7,9% 9,2% 6,7% 4,5% 1,1% 1,8% 5,5% 9,9% 11,9% 

EV 
63 88 128 102 162 143 110 45 51 112 152 117 

1.273 
4,9% 6,9% 10,1% 8,0% 12,7% 11,2% 8,6% 3,5% 4,0% 8,8% 11,9% 9,2% 

RV 
45 63 70 60 60 39 21 16 39 49 71 69 

602 
7,5% 10,5% 11,6% 10,0% 10,0% 6,5% 3,5% 2,7% 6,5% 8,1% 11,8% 11,5% 

hMPV b 
7 45 101 48 26 5 1 

0 0 0 0 
5 

238 
2,9% 18,9% 42,4% 20,2% 10,9% 2,1% < 1% 2,1% 

PIV-1 
13 10 12 15 8 11 8 5 16 30 12 15 

155 
8,4% 6,5% 7,7% 9,7% 5,2% 7,1% 5,2% 3,2% 10,3% 19,4% 7,7% 9,7% 

PIV-2 
4 5 12 1 

0 0 
3 4 7 30 26 8 

100 
4,0% 5,0% 12,0% 1,0% 3,0% 4,0% 7,0% 30,0% 26,0% 8,0% 

PIV-3 
24 13 23 42 67 53 30 22 17 41 51 30 

413 
5,8% 3,1% 5,6% 10,2% 16,2% 12,8% 7,3% 5,3% 4,1% 9,9% 12,3% 7,3% 

PIV 
1 8 

0 
3 3 

0 0 
1 

0 0 
2 1 

19 
5,3% 42,1% 15,8% 15,8% 5,3% 10,5% 5,3% 

PIV-4 0 0 0 
1 

0 0 0 0 0 0 
1 

0 2 
50% 50% 

Total 2.631 2.073 1.385 637 626 441 332 177 243 616 1.727 2.742 13.630 

a El percentatge està calculat sobre el total de cadascun dels virus. b Inici de la detecció al desembre de 2008.
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Figura 46 

Patrons individuals d’estacionalitat de cada virus respiratori. Els mesos s’han distribuït de juliol 

a juny. La gràfica de cada virus s’adapta a la n total detectada. 
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En l'anàlisi individual de cada virus, s’observa que el RSV va ser més freqüent durant els mesos freds, i 

menys freqüent en els mesos més càlids (veure figura 46). La detecció d’aquest virus era mínima els 

mesos de juny a setembre. La màxima prevalença es va observar de novembre a gener i la mínima 

d’abril a setembre, sent significativa la relació entre període i prevalença (p<0,001). El pic màxim es va 

detectar cada any al mes de desembre, tret dels anys 2000 (veure figura 38) i 2006 (veure figura 39) on 

el pic màxim es va registrar al gener i novembre respectivament. 

El hMPV es va detectar a l’hivern i a l’inici de la primavera, amb un màxim de detecció registrat sempre 

al mes de març (veure figura 46). La màxima prevalença es va observar de febrer a maig i va ser mínima 

la resta de mesos de l’any, sent significativa la relació entre període i prevalença (p<0,001). 

L’estacionalitat del FLUAV era principalment a l’hivern. La màxima prevalença es va observar de 

desembre a març, i la mínima als mesos d’estiu, sent significativa la relació entre període i prevalença 

(p<0,001) (veure figura 46). El pic màxim va ser normalment al mes de gener encara que en certs anys 

es va registrar en mesos diferents: als anys 1998, 2003, 2006 i 2012 el màxim es va donar durant el mes 

de febrer (figures 38 i 39), mentre que durant les temporades d’hivern dels anys 2000/2001, 2003/2004 

i 2009/2010 el màxim es va registrar durant el mes de novembre; finalment l’any 2013 el màxim es va 

donar al mes de març (veure figures 38 i 39). Tots els anys en que el FLUAV es va detectar fora dels 

mesos de desembre a març, van fer que en la figura global aparegués un pic inicial al novembre. Es va 

observar que si no es tenien en compte aquests casos, s’obtenia una distribució diferent a la mostrada 

inicialment. Els diferents patrons estacionals del FLUAV es mostren a la figura 47. 

En el cas del FLUBV l’estacionalitat principal va ser a l’hivern, amb un màxim registrat al mes de febrer 

(veure figura 46). La màxima prevalença es va observar de gener a març, i la mínima als mesos d’estiu, 

sent significativa la relació entre període i prevalença (p<0,001). El pic màxim d’aquest virus es donava 

amb un mes de diferencia amb el pic del FLUAV (veure figures 45 i 46). No obstant, els anys 1999 i 2002 

es va registrar el màxim al més gener (veure figures 38 i 39), coincident amb el FLUAV. La temporada 

d’hivern 2002/2003 el màxim es va registrar al mes de desembre, avançant-se a la detecció de FLUAV i 

durant l’any 2009 es va registrar al març, dos mesos més tard que el FLUAV (veure figures 38 i 39). 
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La màxima circulació dels PIV-2 va ser a la tardor amb un màxim a l’octubre, mentre que la detecció va 

ser mínima d’abril a juny, tret d’un registre màxim de 10 casos detectats al març de 1997 (veure figura 

42). La màxima prevalença es va observar de setembre a desembre, i la mínima d’abril a juny, sent 

significativa la relació entre període i prevalença (p<0,001) (veure figura 46). 

La resta dels virus respiratoris estudiats es van detectar al llarg de tot l'any. L’estacionalitat de l’AdV, va 

ser principalment des de final de la tardor a la primavera, amb un màxim al mes de febrer. La detecció 

va ser mínima durant els mesos d’agost i setembre (veure figura 46). La màxima prevalença va ser de 

novembre a maig i la mínima d’agost a setembre, sent significativa la relació entre període i prevalença 

(p<0,001). Els EV es van detectar sobretot durant els mesos d’octubre a desembre, i de març a juliol, i 

la seva detecció va ser mínima durant els mesos gener/febrer i d’agost/setembre (veure figura 46). En 

aquest cas, la màxima prevalença es va donar de maig a juliol i la mínima al gener i al febrer, sent 

significativa la relació entre mesos i prevalença (p<0,001). Els RV també es van detectar tots els mesos 

de l’any amb un màxim de detecció al mes de novembre i al mes de març. La detecció d’aquest virus 

en respecte a la resta de virus respiratoris va ser mínima especialment al gener i l’agost (veure figura 

46). La relació observada entre la màxima prevalença de novembre/març i la mínima d’agost/gener va 

ser estadísticament significativa (p<0,001). 

En el cas dels virus parainfluença, els virus PIV-1 i PIV-3 es van detectar al llarg de tot l'any. El PIV-1 es 

detectava sobretot al setembre a abril, mentre que el mínim es registrava durant els mesos d’estiu 

(veure figura 46). La màxima prevalença es va observar a l’octubre i la mínima a l’agost, sent significativa 

Figura 47 

Patrons d’estacionalitat del FLUAV . Els mesos s’han distribuït de juliol a juny. En la imatge (B) 

s’han obviat les deteccions dels mesos de maig a novembre. 

A B 
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la relació entre període i prevalença (p<0,001). El PIV-3 es va detectar principalment els mesos d’abril a 

juny i d’octubre a desembre, amb un màxim al maig, i també durant el mes de novembre, i la seva 

detecció va ser mínima durant el mesos de febrer i setembre (veure figura 46). La màxima prevalença 

va ser als mesos de maig i novembre i la mínima als mesos de febrer i setembre, sent significativa la 

relació entre període i prevalença (p<0,001). 

La distribució estacional de les co-deteccions va ser principalment d’octubre a març, amb un màxim 

entre els mesos de novembre fins gener, i una detecció mínima als mesos de juny fins setembre. Així, 

la relació entre prevalença i període màxim (octubre-març) i període mínim (juny-setembre) va resultar 

estadísticament significativa (p<0,001). La distribució estacional de les co-deteccions, es mostra a la 

figura 48. 

Els virus que es van trobar en co-detecció durant 

tots els mesos de l’any van ser FLUAV i AdV. Els 

EV i RV també es van trobar tots els mesos, menys 

agost en el cas del EV i abril en el cas dels RV. El 

virus amb major número de deteccions múltiples 

van ser el RSV i el FLUAV. Les co-deteccions dels 

RSV es van detectar durant tots els anys d’estudi. 

El màxim de co-deteccions (n=65) en un mateix 

any es va registrar l’any 2000. Pel que fa el FLUAV, 

de totes les deteccions detectades fora dels 

mesos més freds, entre els mesos de maig i 

octubre (n=32), el 94% (30/32) d’aquestes 

corresponien a l’època compresa entre l’any 1998 fins l’any 2000, on es va detectar grip A cada més de 

l’any, i un cas es va detectar al juliol de 2009 i un altre a l’octubre de 2003. Les co-deteccions de FLUAV 

detectats al mes de maig van ser tres al 1998 i un al 1999; al mes de juny dos al 1998 i un al 2000; al 

mes de juliol un del 1998 i un del 2009; al mes d’agost dos al 1998; al mes de setembre tres al 1998 i 

dos al 1999 i al mes d’octubre sis al 1998, vuit al 1999, un al 2000 i un al 2003. L’únic cas de detecció 

múltiple del FLUBV detectat al mes de juliol també va ser al 1998. 

 

Figura 48 

Patrons d’estacionalitat de les co-deteccions. 

Els mesos s’han distribuït de juliol a juny. La 

gràfica s’adapta a la n total detectada. 
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OBJECTIU 3. CONÈIXER LA RELACIÓ ENTRE ELS VIRUS DETECTATS I 

L’EDAT I EL SEXE DELS PACIENTS. 

Relació entre els rangs d’edat i els virus detectats 

Un cop estudiada la distribució estacional dels virus respiratoris, es va estudiar la relació dels diferents 

virus segons l’edat del pacient. Es van definir en total nou rangs d’edats diferents i un rang per reunir 

aquelles mostres de les quals no es va poder recuperar l’edat del pacient. A la taula 25 es mostren els 

diferents virus detectats d’aquelles mostres que es van processar per l’estudi complet (n=33.696).

Taula 25 

Relació dels diferents virus detectats segons el rang d’edat en mostres processades per estudi 

complert de virus respiratoris (n=33.696). 

Figura 49 

Relació entre les mostres rebudes i els positius detectats segons els diferents rangs d’edat establerts. 

Es mostra el percentatge dels positius sobre el total de mostres rebudes de cada rang. No es 

mostren les mostres de les no es coneixia l’edat del pacient. 
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VIRUS/EDAT ≤ 6 m 6-12 m 1-3 a 3-5 a 5-18 a 18-30 a 30-40 a 40-60 a ≥ 60 a ED a Total 

Mostres 
11.229 4.143 6.098 2.017 2.497 741 1.074 2.454 2.999 444 

33.696 
30,6% 11,3% 16,6% 5,5% 6,8% 2% 2,9% 6,7% 8,2% 1,2% 

Mostres positives b 
4.205 2.120 3.097 862 804 115 170 370 381 179 

12.303 
37,4% 51,2% 50,8% 42,7% 32,2% 15,5% 15,8% 15,1% 12,7% 40,3% 

Virus c 

RSV 
1.932 791 884 122 49 22 36 57 44 71 

4.008 
44,5% 35,7% 27,6% 13,8% 5,9% 18,3% 20,8% 15,0% 11,4% 37,8% 

FLUAV 
819 451 847 301 302 175 199 344 425 49 

3.178 
18,6% 20,1% 26,1% 33,1% 31,6% 36,7% 42,8% 44,6% 53,0% 20,2% 

FLUBV 
92 54 119 141 256 19 41 82 104 3 

746 
2,1% 2,4% 3,7% 15,9% 30,6% 5,0% 6,9% 8,9% 8,0% 1,6% 

AdV 
367 494 749 158 112 13 12 30 29 33 

1.997 
8,4% 22,3% 23,4% 17,8% 13,5% 10,8% 6,9% 7,9% 7,5% 17,6% 

EV 
526 192 302 87 78 5 6 25 26 26 

1.273 
12,1% 8,7% 9,4% 9,8% 9,4% 4,2% 3,5% 6,6% 6,7% 13,8% 

RV 
277 79 92 29 34 14 15 32 27 3 

602 
6,4% 3,6% 2,9% 3,3% 4,1% 11,7% 8,7% 8,4% 7,0% 1,6% 

hMPV d 
81 44 75 17 9 1 

0 
4 7 

0 238 
1,9% 2,0% 2,3% 1,9% 1,1% < 1% 1% 1,8% 

PIV-1 
67 19 27 11 8 1 3 6 4 9 

155 
1,5% < 1% < 1% 1,2% 1% < 1% 1,7% 1,6% 1% 4,8% 

PIV-2 
35 16 21 15 8 

0 
1 1 3 

0 100 
< 1% < 1% < 1% 1,7% 1% < 1% < 1% < 1% 

PIV-3 
156 76 92 10 14 14 14 22 10 5 

413 
3,6% 3,4% 2,9% 1,1% 1,7% 11,7% 8,1% 5,8% 2,6% 2,7% 

PIV-4 0 0 
2 

0 0 0 0 0 0 0 2 
< 1% 

PIV 
4 3 7 3 1 

0 0 0 
1 

0 19 
< 1% < 1% < 1% < 1% < 1% < 1% 

Deteccions múltiples e 140 93 110 25 25 5 3 11 6 9 427 

Total virus detectats f 
4.345 2.214 3.207 887 829 120 173 381 387 188 

12.731 
38,7% 53,4% 52,6% 44% 33,2% 16,2% 16,1% 15,5% 12,9% 42,3% 

a ED, edat desconeguda. b El percentatge està calculat sobre el total de mostres rebudes en cada rang. c El percentatge de cada virus està calculat sobre el total de 

virus detectats en cada rang. d Inici de la detecció al desembre de 2008. e Totes les infeccions múltiples són dobles, tret d'un cas d'infecció triple detectada dins el 

rang 6-12 mesos. f El percentatge està calculat sobre el total de mostres rebudes en cada rang. 
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En general es va observar que el major número de mostres es rebien de pacients menors de 6 mesos, 

però el major número de virus detectats es donava en pacients de 6 a 12 mesos. Dels pacients de 18 a 

30 anys van ser dels que es van rebre menys mostres, tot i que es van detectar menys positius en 

pacients majors de 60 anys (figura 49). Els virus respiratoris estudiats no es van trobar a tots els rangs 

d’edat per igual. Les diferències trobades entre els grups d’edat van ser estadísticament significatives 

per a tots els virus detectats (p<0,001). La representació gràfica de la distribució dels diferents virus 

respiratoris detectats respecte a cada rang d’edat individual es mostra a la figura 50 (1). En format 

agrupat, es representa a la figura 50 (2). 

Del total de mostres estudiades, en el cas dels pacients pediàtrics, observàvem que en menors de 6 

mesos, es va detectar almenys un virus respiratori en un 37,4% de les mostres estudiades i en els de 6 

a 12 mesos, la detecció va ser del 51,2%. En pacients menors de 6 mesos els virus més detectats van ser 

RSV, FLUAV i EV (veure taula 25 i figures 50), mentre que en pacients d’entre 6 i 12 mesos, van ser RSV, 

AdV i FLUAV (veure taula 25 i figures 50). En ambdós rangs, el PIV-2, PIV-1 i hMPV van ser els virus 

menys detectats (veure taula 25 i figures 50). En els pacients menors de 6 mesos es van trobar 140 

(3,3%) co-deteccions, i en els de 6 a 12 mesos 93 (4,4%) respecte al total de mostres positives de cada 

rang. 

En pacients entre 1 i 3 anys, un 50,8% de les mostres van donar positiu per al menys un virus respiratori. 

Els virus més detectats van ser RSV, FLUAV i AdV, mentre el PIV-2, PIV-1 i hMPV (veure taula 25 i figures 

50) van ser els virus menys detectats. Es van trobar 110 co-deteccions, que corresponen al 3,6% del 

total de mostres positives del rang d’edat. 

En pacients entre 3 i 5 anys, un 42,7% de les mostres van ser positives per al menys un virus respiratori, 

i en pacients entre 5 i 18 anys la positivitat va ser del 32,2%. En pacients entre 3 i 5 anys els virus més 

detectats van ser FLUAV, AdV i FLUBV, mentre que en pacients de 5 a 18 anys, el FLUBV va ser el segon 

virus més detectat per davant dels AdV (veure taula 25 i figures 50). Els virus amb menor taxa de 

detecció van ser el PIV-3, PIV-1 i PIV-2, en pacients d’entre 3 i 5 anys, i el PIV-2, PIV-1 i hMPV en els de 

5 a 18 anys (veure taula 25 i figures 50). Del total de mostres per cada grup d’edat, es van trobar 25 

(2,9%) co-deteccions en pacients d’entre 3 i 5 anys, i 25 (3,1%) en els d’entre 5 i 18 anys. 

De les mostres de pacients adults, en pacients entre 18 i 30 anys, un 15,5% de les mostres van ser 

positives per al menys un virus respiratori, i en pacients entre 30 i 40 anys la positivitat va ser del 15,8%. 
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En el cas dels pacients entre 18 i 30 anys no es va detectar cap PIV-2, mentre que en els pacients d’entre 

30 i 40 anys no es va detectar hMPV (veure taula 25 i figures 50). En pacients entre 18 i 30 anys els virus 

més detectats van ser FLUAV, RSV i FLUBV, mentre que en els de 30 a 40 anys, el FLUBV va ser el segon 

virus més detectat per davant del RSV (veure taula 25 i figures 50). Els virus amb menor taxa de detecció 

van ser el PIV-1, hMPV i EV, en pacients d’entre 18 i 30 anys, i el PIV-2, PIV-1 i EV en els de 30 a 40 anys 

(veure taula 25 i figures 50). Del total de mostres de cada rang, es van trobar 5 (4,3%) co-deteccions en 

pacients d’entre 18 i 30 anys, i 3 (1,8%) en els de 30 a 40 anys. 

En pacients entre 40 i 60 anys, el 15,1% de les mostres van ser positives per al menys un virus respiratori, 

i en pacients majors de 60 anys la positivitat va ser del 12,7%. Els virus més detectats van ser FLUAV, 

FLUBV i RSV en ambdós rangs (veure taula 25 i figures 50). Els virus amb menor taxa de detecció van 

ser el PIV-2, hMPV i PIV-1, en pacients d’entre 40 i 60 anys, mentre que en els majors de 60 anys es va 

detectar menys PIV-1 que hMPV (veure taula 25 i figures 50). Del total de mostres de cada rang, es van 

trobar 11 (3%) co-deteccions en pacients d’entre 40 i 60 anys, i 6 (1,6%) en els majors de 60 anys. 

En 464 casos no es va poder recuperar l’edat del pacient. El 40,3% de les mostres van ser positives per 

al menys un virus respiratori i es van trobar 9 co-deteccions, que corresponen al 5% de mostres positives 

en aquest grup (veure taula 25 i figures 50). 

De les 3.048 mostres estudiades només per PCR de virus gripals, 899 (29,5%) van resultar positives per 

virus gripals. El virus FLUAV va ser el virus més detectat en adults. De les mostres d’adults on només es 

volia detectar grip, el màxim número de mostres estudiades es trobava en pacients del rang ≥60 anys 

(42,8% del total de mostres) i en pacients del rang 40-60 anys (23,9% del total de mostres). Els diferents 

resultats de les deteccions exclusives de virus gripals es mostren a la taula 26. 

Taula 26 

Relació dels virus gripals detectats per PCR segons el rang d’edat. 

VIRUS/EDAT ≤ 6 m 6-12 m 1-3 a 3-5 a 5-18 a 18-30 a 30-40 a 40-60 a ≥ 60 a ED a TOTAL 

Mostres 60 18 58 35 103 324 383 729 1.305 33 3.048 

Positius 11 5 10 7 42 144 154 222 292 11 898 

FLUAV  11 5 10 7 40 131 125 174 219 11 733 

FLUBV  0 0 0 0 2 13 29 48 72 0 164 

Co-deteccions 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

Total 11 5 10 7 42 144 154 222 293 11 899 
a ED, no es va poder recuperar la informació de l’edat. 
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Figura 50 (1) 

Relació entre els rangs d’edat i els virus detectats. A cada rang es mostra el total de virus positius 

(n). No s’inclouen els PIV ni els PIV-4. 



 

 

R
e
su

lta
ts 

 

1
5

9
 

Figura 50 (2) 

Relació entre els rangs d’edat i els virus detectats. No s’inclouen els PIV ni els PIV-4. 
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Relació entre els virus detectats i el rang d’edat 

Per a aquesta part de l’estudi es va tenir en compte tots els virus detectats en cada rang d’edat, tret 

dels inclosos en el rang d’edat desconeguda. Tampoc s’han analitzat les deteccions de PIV ni PIV-4 al 

ser la n total d’aquests virus massa petita per l’estudi estadístic. En total es van analitzar 13.410 virus 

respiratoris positius. 

La representació gràfica de cadascun dels virus detectats i els diferents rangs d’edat, es mostra a la 

figura 51. 

Dels 3.937 RSV detectats, el 49% corresponien a nens menors de sis mesos. Aquest virus era 

significativament més freqüent en aquesta franja d’edat respecte a la resta (p<0,001) (veure figura 51). 

Dels 238 hMPV detectats, el 34% van correspondre a nens menors de 6 mesos i el 32% a nens d’un a 

tres anys d’edat. Aquest virus era significativament més freqüent en aquests dos rangs d’edat que en la 

resta (p<0,001) (veure figura 51). 

La detecció dels virus gripals va ser significativament major en pacients pediàtrics que en adults 

(p<0,001). En el cas del FLUAV, dels 3.863 virus detectats, el 21% i el 22% corresponien a nens menors 

de 6 mesos i nens d’un a tres anys d’edat, respectivament. Dels 908 FLUBV detectats, el 28% 

corresponien a nens de 5 a 18 anys (veure figura 51). 

Dels 1.964 AdV detectats, el 38% corresponien a nens d’un a tres anys d’edat, sent significativament 

més freqüents en aquesta franja d’edat que en la resta (p<0,001) (veure figura 51). La detecció d’EV i 

RV va ser significativament major en pacients pediàtrics que en adults (p<0,001). En ambdós casos, tant 

els EV (n=1.247) com els RV (n=599), es van detectar més freqüentment en nens menors de sis mesos 

d’edat, sent els percentatges de detecció del 42% i 46% respectivament en aquest rang d’edat, però en 

el cas dels EV la freqüència de detecció en nens d’un a tres anys d’edat, va ser major que la dels RV 

(veure figura 51). 

La detecció dels virus parainfluença va ser significativament major en pacients pediàtrics que en adults 

(p<0,001). En tots els casos, els PIV es van detectar més freqüentment en nens menors de sis mesos, 

que en la resta de grups d’edat (veure figura 51). Dels 146 PIV-1, el 46% eren nens menors de sis mesos, 

dels 100 PIV-2, n’eren el 35% i dels 408 PIV-3, en van ser el 38%. 
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Figura 51 

Relació entre els virus detectats, les co-deteccions i les mostres estudiades, amb el rang d’edat. Per 

cada imatge es mostra el total de positius (n) sense tenir en compte els que no es coneixia l’edat. 
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Distribució dels virus segons el sexe 

Per a aquesta part de l’estudi es va tenir en compte tant la relació entre els virus detectats i el sexe dels 

pacients dels quals es van rebre les mostres, com la relació entre el sexe i l’edat del pacient. Del total 

de mostres estudiades 36.744 el 55,6% (n=20.441) de les mostres eren d’homes, front al 43,6% 

(n=16.009) que eren de dones i en 294 casos no es va poder recuperar la informació del sexe del pacient, 

tal i com es reflecteix a la taula 27. La ràtio home:dona de les mostres rebudes va ser 1,3. De les 3.048 

mostres estudiades només per virus gripals mitjançant PCR, 1.575 (51,7%) corresponien a homes, i 1.446 

(47,4%) corresponien a dones. La ràtio home:dona en aquestes mostres va ser 1,1. 

En els casos en que es va detectar algun virus, 7.269 (55,1%) corresponien a homes i 5.825 (44,1%) a 

dones, això representava una ràtio de 1,2. Entre els casos de infecció múltiple, el 50,7% (217/428) eren 

homes i el 48,1% (206/428) eren dones. Així mateix, en quan al total de virus detectats, el 54,9% eren 

de mostres d’homes i el 44,2% eren de mostres de dones, conservant també la ràtio de 1,2 (veure taula 

27). 

Taula 27 

Total de virus detectats segons els sexe del pacient i la ràtio total. 

MOSTRES/VIRUS Homes Dones 
Sexe 

desconegut 

Ràtio 

home:dona 
Valor de p 

Mostres 20.441 16.009 294 1,3 - 

Mostres positives 7.269 5.825 107 1,2 - 

RSV 2.215 1.753 40 1,3 0,371 

FLUAV 2.033 1.842 37 1,1 0,001 

FLUBV 492 415 4 1,2 0,137 

AdV 1.154 833 10 1,4 0,034 

EV 731 530 12 1,4 0,089 

RV 331 266 5 1,2 0,392 

hMPV a 137 101 0 1,4 0,346 

PIV-1 97 58 0 1,7 0,060 

PIV-2 51 47 2 1,1 0,240 

PIV-3 232 179 2 1,3 0,460 

PIV-4 2 0 0 - - 

PIV 12 7 0 1,7 - 

Total virus detectats 7.487 6.031 112 1,2 - 

Co-deteccions 217 206 5 1,1 0,080 
a Inici de la detecció al desembre de 2008. 
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Segons cada virus respiratori, en tots els casos, es van detectar més positius en pacients homes que en 

dones tot i que l’estudi estadístic no va donar diferencies significatives en la detecció dels principals 

virus respiratoris segons el sexe del pacient, tret del cas del FLUAV on la p<0,001 (veure taula 27). 

Relació de les mostres positives segons sexe i edat. 

La relació home:dona de les mostres estudiades i de les positives segons els rangs d’edat establerts es 

mostra a la taula 28. 

Taula 28 

Relació entre el sexe i els rangs d’edat. 

SEXE/EDAT ≤ 6 m 6-12 m 1-3 a 3-5 a 5-18 a 18-30 a 30-40 a 40-60 a ≥ 60 a ED a 

H 

Mostres 6.193 2.364 3.457 1.027 1.445 526 724 1.780 2.649 276 

Mostres 

positives a 

2.340 1.229 1.718 436 460 120 143 321 395 107 

37,8% 52,0% 49,7% 42,5% 31,8% 22,8% 19,8% 18,0% 14,9% 38,8% 

D 

Mostres 4.934 1.770 2.670 1.023 1.147 533 718 1.382 1.645 187 

Mostres 

positives a 

1.820 878 1.373 433 386 138 177 266 277 77 

36,9% 49,6% 51,4% 42,3% 33,7% 25,9% 24,7% 19,2% 16,8% 41,2% 

ED 

Mostres 162 27 29 2 8 6 15 21 10 14 

Mostres 

positives c 

56 18 16 
0 0 

1 4 5 1 6 

34,6% 66,7% 55,2% 16,7% 26,7% 23,8% 10,0% 42,9% 

Ràtio H:D 1,3 1,4 1,3 1,0 1,2 0,9 0,8 1,2 1,4 1,4 

H: homes; D: dones; ED: no es va poder recuperar la informació de l’edat; SD: no es va poder recuperar la informació 

del sexe. a El percentatge està calculat sobre el total de mostres rebudes en cada rang. 

En pacients fins a 18 anys i en els majors de 40 anys, es va observar una ràtio home:dona en quan a les 

mostres positives superior a 1 (més homes que dones). Per contra, en els rangs de 18 a 30 i de 30 a 40 

anys, la ràtio era menor que 1 (més dones que homes). La diferència en la proporció de mostres 

positives segons el sexe i en respecte a l’edat va ser estadísticament significativa (p<0,001). 
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OBJECTIU 4. DETERMINAR LA FREQÜÈNCIA D’ALTRES VIRUS 

RESPIRATORIS DURANT LA PANDÈMIA DE FLUAV H1N1 PDM09. 

Al 2009, arran de l’aparició del FLUAV H1N1 pdm09, l’OMS va declarar l’existència d’una pandèmia de 

virus gripal que va durar des de l’abril del 2009 fins al març del 2010. 

Durant aquest període van arribar al laboratori 3.512 mostres, de les quals 1.551 es van processar només 

per PCR de virus gripals, i 1.961 que es van processar pels estudis convencionals. En total es van detectar 

1.068 mostres positives (30,4%). De les processades per PCR de virus gripals, 407 (26,2%) van resultar 

positives i de les processades pels mètodes convencionals 661 (33,7%) van ser positives. 

Els diferents virus respiratoris detectats durant el període pandèmic es reflecteixen a la taula 29, i la 

representació gràfica del període pandèmic es mostra a la figura 52. 

Taula 29 

Virus respiratoris detectats amb les tècniques convencionals i moleculars durant el període pandèmic. 

VIRUS CONVENCIONAL MOLECULAR TOTAL 

RSV 260 - 260 

FLUAV 57 407 464 

FLUBV 2 - 2 

AdV 128 - 128 

EV 79 - 79 

RV 54 - 54 

hMPV a 54 - 54 

PIV-1 8 - 8 

PIV-2 13 - 13 

PIV-3 26 - 26 

Total virus detectats 673 407 1.080 

a S’inclouen només els últims 5 anys (a partir del 2008). 
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Dels 673 virus respiratoris obtinguts mitjançant els mètodes convencionals, el RSV (38,6%) va ser el virus 

més detectat, seguit per l’AdV (19%) i l’EV (11,7%)(veure taula 29). Tots els 407 virus gripals trobats per 

detecció molecular, van resultar ser FLUAV. 

Es va comparar la detecció dels diferents virus respiratoris detectats durant tots els anys entre els mesos 

d’abril fins març, per poder comparar-los amb el període pandèmic. Es van tenir en compte totes les 

mostres estudiades, sense diferenciar entre mètodes de diagnòstic. Els resultats obtinguts es mostren 

a la taula 30. 

 

Figura 52 

Virus respiratoris detectats durant la pandèmia del FLUAV H1N1 pdm09. Els mesos s’han distribuït 

d’abril a març coincidint amb el període d’alerta de la OMS. 
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Taula 30 

Comparació entre les mostres i els virus respiratoris detectats durant la pandèmia de FLUAV H1N1 

pdm09, i les mostres i els virus respiratoris detectats durant les temporades corresponents al mateix 

període de la resta d’anys Els virus detectats durant el període de la pandèmia es mostren en groc. 

ANYS RSV FLUAV FLUBV AdV EV RV PIV-1 PIV-2 PIV-3 hMPV a Totals Mostres 

97/98 211 168 2 82 59 0 0 6 5 - 533 1.292 

98/99 325 477 34 142 86 1 9 9 21 - 1.104 1.890 

99/00 282 726 0 111 100 4 10 15 14 - 1.262 2.101 

00/01 193 183 1 92 80 0 18 2 15 - 584 1.824 

01/02 237 115 40 81 93 20 24 3 20 - 633 1.973 

02/03 230 57 43 90 80 23 6 1 8 - 538 1.826 

03/04 213 161 0 111 66 53 25 4 17 - 650 2.110 

04/05 291 161 40 80 43 47 16 0 35 - 713 2.199 

05/06 244 130 34 123 105 72 14 9 21 - 752 2.081 

06/07 275 225 54 167 77 39 0 1 55 - 893 2.442 

07/08 321 97 94 146 72 66 6 14 24 - 840 2.165 

08/09 270 279 106 205 80 47 1 5 34 47 1.074 2.649 

09/10 260 464 2 128 79 54 8 13 26 46 1.080 3.512 

10/11 238 259 174 181 118 57 2 1 40 79 1.149 3.015 

11/12 152 304 41 114 63 42 2 2 24 38 782 2.248 

12/13 112 83 222 67 47 48 1 2 27 16 625 1.981 
a S’inclouen només els últims 5 anys (a partir del 2008). 

El FLUAV va representar el 43% dels virus detectats durant la pandèmia (2009/2010) encara que es va 

detectar més FLUAV que l’any previ i el posterior. Per altra banda el total de mostres positives per 

qualsevol virus no va superar als de l’any previ ni el posterior. El màxim de detecció de FLUAV en tots 

els anys es va donar durant el període d’abril a març dels anys 98/99 i 99/00, amb un total de 477 FLUAV 

(58,4%) i 726 FLUAV (60,1%), respectivament. 

Pel que fa a la resta de virus respiratoris, es va observar que es van seguir detectant amb números 

similars a la resta d’anys de l’estudi. 
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OBJECTIU 5. AVALUAR L’APORTACIÓ DE LES TÈCNIQUES 

MOLECULARS AL DIAGNÒSTIC DE RUTINA DE LES INFECCIONS 

RESPIRATÒRIES EN LA POBLACIÓ PEDIÀTRICA. 

Resultats globals 

Durant un període total de cinc mesos, es van recollir un total de 80 mocs nasofaringis per a l’estudi en 

paral·lel, juntament amb els mètodes convencionals, dels virus respiratoris utilitzant mètodes de 

detecció molecular de PCR múltiplex. Les primeres 40 mostres es van aconseguir des d‘octubre fins a 

novembre del 2008 i les següents 40 es van seleccionar des de febrer a març del 2009. Es van utilitzar 

dos tècniques de detecció molecular diferents, la tècnica Seeplex® i la tècnica CLART®. Els resultats 

obtinguts dels diferents mètodes de diagnòstic aplicats, convencionals i moleculars, es van comparar i 

analitzar entre ells. Aquests resultats es troben resumits a la taula 31. 

Taula 31 

Total de virus detectats per cada tècnica en el total de mostres analitzades (n=80). 

VIRUS IF/CC Seeplex® CLART® 

RSV 11 7 12 

AdV 13 14 13 

EV 4 ND 10 

hMPV 4 1 7 

RV 2 17 27 

PIV-3 2 4 4 

FLUBV 0 0 3 

HCoV-OC43 ND 5 ND 

HBoV ND ND 16 

PIV-4 ND ND 1 

FLUCV ND ND 1 

HHV-5 a 1 ND ND 

Total virus detectats 37 48 94 

Total mostres positives 37 40 62 

Total mostres negatives 43 30 7 

Total mostres inhibides ND 10 11 

Total mostes amb co-deteccions 0 8 25 
a Es va detectar un únic cas positiu per HHV-5 per IF/CC. No s’inclou a la comparació al no tractar-se d’un virus 

respiratori. ND, No detectable per la tècnica corresponent. 
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Del total de 80 mostres de mocs nasofaringis inclosos en l’estudi, es van detectar 37 casos positius per 

tècniques convencionals, 40 casos positius pel mètode Seeplex® i 62 positius pel mètode CLART®. A 

més, mitjançant les NAAT, es van detectar 40 positius per virus respiratoris en les mostres on les 

tècniques convencionals eren negatives. Únicament 3 mostres (4%) van donar negatives amb totes les 

tècniques utilitzades (taula 31). 

Mitjançant el mètode Seeplex® es van detectar 11 virus respiratoris més que amb els mètodes 

convencionals. Amb el mètode CLART®, es van detectar 57 virus respiratoris addicionals als detectats 

per IF/CC. Tant en el cas de Seeplex® com en el cas de CLART®, el virus més detectat va ser el RV, 

mentre que amb els mètodes convencionals el virus més detectat va ser l’AdV, el qual va ser el segon 

virus més detectat per ambdues NAAT. Els RV van ser els virus més freqüentment detectats per PCR, 

però amb els mètodes convencionals només es va detectar en dos casos (taula 31). 

Pel que fa als virus que només es podien detectar mitjançant una tècnica, el mètode CLART® va detectar 

16 HBoV, 1 FLUCV i 1 PIV-4 de més, i el mètode Seeplex® va detectar 5 HCoV-OC43 addicionals. En un 

únic cas es va detectar un positiu per HHV-5 mitjançant les tècniques convencionals. 

Es van obtenir 30 infeccions múltiples mitjançant les NAAT i cap per les convencionals. 

En 19 casos les mostres van resultar inhibides pels NAAT, 10 mostres mitjançant el mètode Seeplex® 

(12,5%) i 11 per CLART® (14%). Només dues mostres van ser inhibides per ambdós mètodes. 

Comparació entre mètodes convencionals i moleculars. 

Degut a les diferències en els virus detectables per les tècniques utilitzades en l’estudi, la comparació 

entre els tres mètodes, IF/CC, Seeplex® i CLART® es va realitzar només amb els virus que eren comuns 

a les tres deteccions. Els virus detectats comparables entre les tres tècniques van ser: RSV, AdV, RV, 

hMPV i PIV-3. En el cas dels EV es van comparar les dues tècniques capaces de detectar-los, IF/CC i 

CLART®. 

Segons el criteri de positivitat establert, 46 mostres (57,5%) es van considerar positives per virus 

respiratoris (virus clínicament rellevants). D’aquestes mostres, 36 es van detectar per IF/CC 

independentment del resultat molecular i 10 van ser positives únicament per les dues NAAT. La detecció 

viral coincidia entre les tres tècniques en 20 de les 36 mostres. De la resta de mostres, el resultat de 
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IF/CC coincidia amb només una tècnica molecular en 12 casos, 1 per Seeplex® i 11 per CLART®. Tres 

mostres van donar un resultat positiu per IF/CC mentre que el resultat molecular per ambdues NAAT 

va ser negatiu, i en un únic cas el resultat molecular va resultar inhibit per ambdues tècniques de PCR. 

Addicionalment, en les mostres positives per IF/CC, les NAAT van detectar altres virus respiratoris. En 

totes les mostres positives únicament per les NAAT, el virus obtingut va ser RV (n=10) i addicionalment 

en un cas es va detectar també AdV. 

En total, es van detectar 50 virus en 46 mostres. Tenint en compte aquests virus clínicament rellevants, 

es va determinar la sensibilitat de les tres tècniques estudiades i es va establir en: 70% (32/46) per IF/CC, 

76% (35/46) per Seeplex® i 89% (41/46) per CLART®, els resultats es mostren a la taula 32. Atès que 

els EV només es podien detectar mitjançant la tècnica de IF/CC i CLART®, no es van incloure en els 

càlculs. 

Taula 32. 

Total de virus detectats per cada tècnica tenint en compte el criteri de positivitat. 

VIRUS TOTAL IF/CC Seeplex® CLART® 

RSV 11 11 7 10 

AdV 14 13 11 12 

PIV-3 2 2 2 2 

hMPV 4 4 1 3 

RV 15 2 14 14 

EV 4 4 ND 4 

Co-deteccions 4 0 2 4 

Total de virus detectats 50 36 35 45 

Sensitivitat - 72% 76% a 90% 
a En el cas de Seeplex®, es consideren un total de 46 virus positius degut a l’exclusió del EV. ND, No detectable per 

la tècnica corresponent. 

Co-deteccions 

Els resultats obtinguts per les NAAT van mostrar una elevada taxa de co-deteccions de virus respiratoris 

(37.5%; 30/80), el qual es corresponia amb un 10% (8/80) per Seeplex® i un 31% (25/80) per CLART®. 

De les 30 co-deteccions positives, el 64% (9/14) eren d’AdV, el 46% (6/13) corresponien a RSV i el 50% 

(15/30) eren per RV. Addicionalment, mitjançant el mètode CLART® es van detectar 16 HBoV, 13 (81%) 

dels quals es trobaven en co-detecció amb un altre virus respiratori, i mitjançant el mètode Seeplex® 

es van detectar 5 HCoV-OC43, 3 (60%) dels quals es trobaven en co-detecció amb un altre virus 
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respiratori. Segons els virus considerats clínicament rellevants (criteri de positivitat), només es van 

detectar 4 co-deteccions reals, tots ells detectats mitjançant les NAAT. Això corresponia al 4% (2/50) 

per Seeplex® i al 8% (4/50) per CLART®. Tots els casos de co-deteccions es mostren a la taula 33 on 

també es destaquen les mostres amb co-deteccions reals. 

Taula 33 

Co-deteccions totals. Les co-deteccions reals segons el criteri de positivitat es mostren en negreta. 

Mostra IF/CC Seeplex® CLART® 

1 RSV RSV RSV + HBoV 

2 NEG RV + HCoV-OC43 RV 

8 NEG RV RV + HBoV + PIV-3 

10 NEG RV RV + HBoV 

13 NEG Mostra inhibida HBoV + EV + PIV-4 

15  PIV-3 PIV-3 + RV PIV-3 + RV 

17 NEG PIV-3 + RV Mostra inhibida 

18 EV RV RV + EV 

20 AdV AdV AdV + RV 

21 RSV RSV RSV + HBoV 

22 RSV RSV RSV + HBoV 

23 EV RV RV + EV 

26 PIV-3 PIV-3 PIV-3 + HBoV 

27 NEG AdV + RV AdV + RV + RSV 

29 NEG NEG AdV + RV 

30 RSV NEG RSV + HBoV 

36 EV NEG EV + RV + HBoV 

37 RSV NEG RSV + EV + RV + HBoV 

38 RSV NEG RSV + EV + RV 

43 AdV AdV AdV + HBoV 

47 AdV AdV AdV + FLUCV 

51 AdV AdV + RV AdV 

52 AdV AdV + HCoV-OC43 AdV 

55 hMPV hMPV + HCoV-OC43 hMPV + RV 

60 AdV AdV AdV + HBoV 

63 AdV AdV + RV AdV 

65 AdV AdV AdV + hMPV 

67 NEG Mostra inhibida EV + FLUBV 

69 NEG NEG hMPV + HBoV 

79 EV NEG EV + hMPV 

NEG, resultat negatiu 
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Anàlisis clínic i demogràfic 

Respecte l'anàlisi clínic i demogràfic, no es van obtenir dades significativament rellevants. Els virus 

respiratoris detectats segons la clínica del pacient es mostren a la taula 34. Per a l’estudi de la clínica, 

es van considerar tots els virus respiratoris possibles detectats per alguna de les tres tècniques. 

Taula 34 

Global de virus respiratoris detectats amb les tres tècniques d’estudi. 

VIRUS ITRS ITRI TOTAL 

RSV 4 9 13 

AdV 11 7 18 

EV 4 6 10 

hMPV 3 5 8 

RV 16 15 31 

PIV-3 1 5 6 

FLUBV 2 1 3 

HCoV 3 2 5 

HBoV 5 11 16 

PIV-4 0 1 1 

FLUCV 1 0 1 

No s’inclou el HHV-5 detectat per les tècniques convencionals. 

Del total de 80 mostres avaluades, 39 corresponien a pacients amb infecció del tracte respiratori 

superior (ITRS) i 41 eren de pacients amb infecció del tracte respiratori inferior (ITRI). La distribució 

segons el virus no va seguir un patró significativament definit segons la clínica establerta, encara que 

es va detectar que els RSV es trobaven principalment en pacients amb ITRI i els AdV en pacients amb 

ITRS. En aquests casos en particular, de les mostres que complien el criteri de positivitat, es va observar 

la mateixa tendència clínica tant per RSV (9/11) com per AdV (9/14). Així mateix, els PIV-3 es van detectar 

principalment en pacients amb ITRI, tant en les mostres que complien el criteri de positivitat com en el 

global de detectats. 

Dels virus que només es podien detectar amb una sola tècnica, es va observar que únicament els HBoV 

tenien una distribució superior en ITRI. La resta de virus detectats en totes les mostres clíniques es van 

detectar amb freqüència similar en ambdós grups clínics. 
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L’anàlisi estadístic no va revelar una relació significativa entre els virus detectats i cada grup clínic. Els 

virus respiratoris detectats segons el quadre clínic es representen a la figura 53. 

 

 

Finalment, pel que fa a la distribució estacional de les mostres recollides, es va observar que el resultat 

obtingut era diferent depenent del virus estudiat. Degut a la separació temporal de la recollida de 

mostres, es van analitzar dos èpoques estacionals diferents: principis de tardor i finals d’hivern. Tots els 

RSV detectats es van trobar durant la tardor. Així mateix, tots els FLUBV i hMPV detectats es van trobar 

únicament durant l’època d'hivern. La resta de virus estudiats es van detectar durant els dos períodes. 

L’anàlisi estadístic no va revelar una relació significativa entre els virus detectats i l’època de recollida 

de la mostra. La distribució estacional dels diferents virus respiratoris detectats es mostren a la figura 

54. 

Figura 53 

Virus respiratoris detectats segons el quadre clínic (ITRS o ITRI). No s’inclou el HHV-5 detectat per 

les tècniques convencionals. 
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Figura 54 

Distribució estacional dels virus respiratoris detectats segons el quadre clínic. No s’inclou el HHV-5 

detectat per les tècniques convencionals. 
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DISCUSSIÓ 

Les infeccions respiratòries agudes causades per virus són una de las causes més freqüents de consulta 

i hospitalització, en especial pediàtrica, degut a la seva morbimortalitat. Existeixen una gran diversitat 

de quadres clínics associats amb aquestes infeccions, amb diferents nivells de gravetat, que van des del 

refredat comú fins a processos més greus amb afectació de les vies respiratòries baixes 141. Una mateixa 

síndrome respiratòria pot estar causada per diferents virus, i un mateix virus pot originar diverses 

síndromes. La inespecificitat del quadre clínic fa imprescindible la realització d'un diagnòstic 

microbiològic per determinar l'agent etiològic causant de la infecció 4. Tradicionalment, el diagnòstic 

virològic de les infeccions respiratòries s’ha basat en l'aïllament i la identificació del virus mitjançant 

cultiu cel·lular i/o en tècniques de detecció d’antigen, per RSV, FLUAV, FLUBV, PIV, AdV, RV i EV. Els 

avenços en la biologia molecular i particularment el desenvolupament de tècniques basades en la PCR, 

han augmentat la rendibilitat diagnòstica i han permès la detecció de més virus respiratoris i, sobretot 

d’aquells que no es multipliquen o ho fan molt pobrament en cultiu cel·lular 5, 45, 142, 143, com són els 
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hMPV, SARS-CoV, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, els HBoV i els descoberts més recentment com els 

poliomavirus humans KI i WU 4. 

Amb aquest treball s’ha pretès conèixer la freqüència i la distribució en el nostre medi dels diferents 

virus causants d’infecció respiratòria, durant el període comprès entre 1997 i 2013. També es va voler 

analitzar la influència d'algunes variables com l'època de l'any, el sexe i l'edat del pacient, en els resultats 

obtinguts. Paral·lelament, també es va avaluar l’ús dels sistemes de detecció d’àcids nucleics per PCR 

en el diagnòstic virològic. Els principals punts forts del treball que es presenta són l’elevat nombre de 

mostres analitzades i la llarga durada de l’estudi, que ens permet assolir una visió global molt amplia, 

amb la que podem reflectir l'epidemiologia dels virus respiratoris en un ampli rang d’edat en el nostre 

medi. Cal tenir en compte que aquest estudi s’ha realitzat a partir dels virus detectats al laboratori a 

partir de mostres recollides de pacients i a criteri exclusiu del metge responsable. Això pot constituir 

una limitació a l’hora de comparar amb altres estudis. D’altra banda, les limitacions pròpies de les 

diferents tècniques emprades també han pogut condicionar els resultats. 

Actualment existeixen pocs treballs epidemiològics que englobin més de deu anys d’estudi com el 

nostre. La majoria de treballs estan basats en períodes de no més de cinc o sis anys 141, 144-153. No 

obstant, hi ha tres estudis realitzats amb una cobertura de temps més llarga 154-156, on destaca l’estudi 

de Khor et al. 157 que van realitzat un treball epidemiològic de 27 anys. A Espanya s’han publicat estudis 

epidemiològics sobre virus respiratoris que només recullen una o algunes temporades 158-160, que 

versen sobre virus concrets 161-163, o que estan restringits a només un grup de pacients 164. Fins a la data 

de la publicació d’aquesta tesis, no s’ha trobat cap treball a Espanya que reculli l’epidemiologia de 

diferents virus respiratoris, en una amplia població i que cobreixi un període de més de cinc anys 

consecutius. 

En el nostre treball es van analitzar els resultats de 36.744 mostres respiratòries. En 13.201 d'elles s’havia 

detectat algun virus respiratori, el que suposa una positivitat del 35,9% del total de mostres de pacients 

de totes les edats. Altres autors que van realitzar estudis epidemiològics utilitzant mètodes 

convencionals han trobat percentatges de positivitat entre 34% i el 43% en pacients adults o de totes 

les edats 144, 153, 154, mentre que els autors que han treballat només amb població pediàtrica 141, 145, 146, 

157, 165 han trobat un percentatge de positivitat que va del 26,4% al 59,7%. Les diferències de 

percentatges de positivitat d’aquests estudis amb el nostre treball estarien donades sobretot per la 

varietat dels virus estudiats, ja que també s’estudiaven alguns herpesvirus 145, 154. No obstant, en el cas 
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de l’estudi de Khor et al. 157 en nens menors de cinc anys hospitalitzats, utilitzant IF i cultiu cel·lular van 

obtenir una taxa de positivitat del 26,4%,, inferior a la nostra, possiblement degut a que no incorporaven 

l’estudi de RV ni EV. Finalment, Artiles-Campelo et al. 141, utilitzant tècniques de detecció d’antigen i 

cultiu cel·lular per detectar diferents virus respiratoris, en nens menors de 14 anys, van obtenir una 

positivitat del 59,7%. Aquesta elevada positivitat és probable que estigui relacionada amb que el 76% 

dels pacients presentaven clínica de bronquiolitis i que l’edat mitjana dels pacients de l’estudi va ser de 

dos mesos. Els nostres resultats en aquest grup d’edat mostren una positivitat del 34%, i podríem 

explicar la diferencia pel fet de que els nostres pacients presentaven diferents quadres clínics d’infecció 

respiratòria. 

Pel que fa als estudis epidemiològics realitzats fonamentalment utilitzant tècniques de PCR, ja sigui a 

temps real o PCR múltiplex, els percentatges de positivitat descrits estan per sobre dels nostres i van 

del 43,2% fins al 75% 148-152, 155, 166-169. Les diferències de detecció en aquests estudis respecte al nostre 

treball, probablement siguin degudes a la superior sensibilitat de les tècniques moleculars i a que el 

panell de virus respiratoris detectats inclou els PIV-4, diferents HCoV i els HBoV i la nova espècie de RV-

C, els quals no es multipliquen en cultiu. 

A més de la metodologia emprada en el diagnòstic, és de gran importància el tipus de mostra recollida 

per dur a terme una detecció òptima dels virus respiratoris. Es considera al moc nasofaringi com la 

mostra de referència per l’estudi de virus respiratoris, i els exsudats nasals i faringis com a la millor 

alternativa 4, 6, 170. Tot i que no era un objectiu principal d’aquest treball avaluar el tipus de mostra, si 

hem detectat un major nombre de casos positius en els mocs nasofaringis que en qualsevol altre mostra 

analitzada. En el nostre treball es van processar 28.394 mocs nasofaringis i 3.962 exsudats nasals i 

faringis, i la taxa de detecció va ser casi el doble en els mocs nasofaringis (41,2%) que en els exsudats 

(24,8%). Aquestes dades concorden amb estudis d’altres autors on es defineix el moc nasofaringi com 

la mostra d’elecció, sobretot en la població pediàtrica, per la seva major sensibilitat 4. 

La distribució de les mostres analitzades va ser homogènia durant els 17 anys d’estudi amb l’excepció 

de l’any 2009 on el nombre de mostres rebudes va ser el doble que la resta d’anys. Aquestes dades 

s’expliquen per la introducció al nostre medi del FLUAV H1N1 pdm09 en el context de la pandèmia 

declarada per l’OMS l’any 2009. 
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L’anàlisi dels resultats positius de cada any individual ens ha permès observar que no hi ha la mateixa 

freqüència, ni la mateixa distribució de cada virus durant tots els anys. No obstant i tal i com esperàvem, 

les infeccions per virus respiratoris, tot i variar en intensitat i distribució any rere any, poden tenir certa 

predictibilitat, particularment en climes temperats amb les estacions definides com és el nostre cas. 

Diferents estudis epidemiològics que recullen informació de varis anys consecutius, mostren també 

patrons estacionals d’infecció vírica clarament marcats segons els virus que estudien 148, 149, 155, 157, 171, 

172. Les infeccions respiratòries víriques encara que les podem trobar al llarg de tot l'any, tendeixen a 

presentar brots epidèmics durant les temporades d'hivern 146, 171. En el nostre estudi, el major nombre 

de mostres rebudes i també la major detecció de virus respiratoris es va donar durant els mesos de 

novembre a març (66% i 77,5% respectivament), mentre que als altres mesos, coincidint amb els 

períodes anuals més càlids, el nombre de mostres rebudes i deteccions era molt inferior. L’augment de 

casos d’infecció respiratòria especialment durant els mesos més freds s’ha relacionat amb factors 

ambientals 173, 174. Es coneix que en climes temperats com el nostre, la detecció de RSV, FLUAV i AdV 

està inversament relacionada amb la temperatura 173-175, i encara no està clarament definida la relació 

entre hMPV i els factors ambientals 176, 177. El RSV, s’ha relacionat amb temperatures baixes i una 

velocitat de vent elevada, mentre que el FLUAV i l’AdV s’han relacionat només amb temperatures baixes. 

D’altra banda, no només els virus que es detecten sobretot els mesos d’hivern semblen tenir relació 

amb els factors ambientals, altres virus com el RV també s’han relacionat amb el clima. Aquests virus 

no sobreviuen en ambients secs i per tant són dependents de la humitat relativa 175. Aquesta associació 

de virus i factors climàtics podria tenir a veure amb dues situacions: la primera, que les persones 

romanen més a casa els dies freds o plujosos, facilitant la disseminació del virus als altres membres de 

la família i la segona que les condicions fredes i seques de l’ambient afavoreixen la transmissió vírica 

(menys en el cas de RV). Tot i que les baixes temperatures per si soles no poden causar una infecció, 

sembla que podrien causar símptomes respiratoris 175. En els articles de Silva et al. 173 i Khor et al. 157, 

ambdós en climes tropicals, es relaciona directament la detecció dels virus respiratoris amb la humitat 

relativa, especialment durant l’època de pluges 157, 173. 

El RSV va ser el virus detectat amb més freqüència durant tot el període d’estudi, amb un percentatge 

del 29,4% sobre el total de positius, i un 32,6% en aquelles mostres que es van processar per l’estudi 

complert de virus respiratoris. Aquesta dada concorda amb alguns treballs publicats on s’estudien 

diferents virus respiratoris en població pediàtrica i adults i que troben uns percentatges que van del 

29,1% al 42,1% 144, 152, 154, 156, 167, 178 i és diferent d’altres treballs que troben percentatges superiors al 
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70% 141, 146, 157, 162. Aquesta diferència en el percentatge podria ser deguda a que aquests últims treballs 

van ser realitzats només amb mostres obtingudes de nens petits, en especial en nens menors de sis 

mesos d’edat 146, 157 amb infecció respiratòria o en nens amb diagnòstic clínic de bronquiolitis 141, 162. És 

àmpliament conegut que el RSV és la principal causa d’infecció respiratòria en nens petits 163, 171, 179-184 

i concretament de bronquiolitis 141, 163, 179, 181. En el nostre estudi l’elevat percentatge de població 

pediàtrica (71,5%) explicaria el perquè el RSV ha estat el virus més detectat durant tot el període, ja que 

el 91,6% dels RSV detectats es van trobar en menors de tres anys d’edat. No obstant, la infecció per 

RSV no és limita als nens més petits, ja que també causa reinfeccions al llarg de la vida i en persones 

de totes les edats 67, 68, 154, 185. Així en el grup de pacients entre tres i divuit anys es van detectar el 4,3% 

i en els majors de 18 anys d’edat, un 4% dels RSV totals. En aquest grup de pacients de més de divuit 

anys el RSV corresponia al 2,2% de virus detectats. Aquesta dada es comparable a l’obtinguda en estudis 

que han utilitzat mètodes moleculars i que han reportat taxes de detecció que van del 1,8 al 20% de 

casos positius per RSV en pacients adults amb afectació respiratòria 132, 178, 186, 187. La cerca activa 

d’aquest virus que es considerava casi exclusivament pediàtric, en pacients de totes les edats, ha portat 

a reconèixer el seu paper en la infecció respiratòria en adults. 

La infecció per RSV es presenta amb una distribució estacional molt marcada. En el nostre medi es 

detecta cada any entre els mesos de novembre i febrer (92%), i és gairebé inexistent durant l’estiu. 

Durant els 17 anys de l’estudi únicament es van detectar 9 casos als mesos de juny, juliol i agost. Aquests 

resultats concorden amb altres autors que també descriuen en climes temperats els brots epidèmics 

cada any durant els mesos d’hivern 168, 171, 172, 178. La circulació del virus es troba associada a la baixa 

temperatura exterior 175 tant de l’hemisferi nord com a països de l’hemisferi sud, on la detecció es 

produeix als mesos juny, juliol i agost 146. Per contra, als climes tropicals, la detecció està més associada 

a la època de pluges 157, 165, 173 o pot donar-se durant tot l’any 156, 179. 

El FLUAV va ser el segon virus més detectat, representant el 28,7% del total de positius. Aquestes xifra 

coincideix amb la d’altres autors que refereixen una positivitat entre el 26 i 27,9% de FLUAV en els seus 

estudis 156, 188, i en canvi resulta superior a la trobada per altres autors que només detecten 

aproximadament un 8% de FLUAV en el total de virus detectats 146, 157. Aquestes diferències ens mostren 

que tot i que la infecció per FLUAV es presenta en forma epidèmica cada any, no tots els anys es 

presenta amb la mateixa intensitat. 
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En el nostre estudi 73% de FLUAV es van detectar de desembre a març i només el 6,2% de juny a 

setembre. Es coneix que en climes temperats de l’hemisferi nord com el nostre, la infecció per FLUAV 

es presenta en forma epidèmica principalment durant els mesos d’hivern i és pràcticament inexistent 

durant els mesos d’estiu 155, 178. En el cas dels estudis realitzats en l’hemisferi sud, la infecció per FLUAV 

també es donava principalment durant els mesos freds 146. Per contra, en els climes tropicals, la seva 

detecció està més lligada a l’època de pluges 146 o es pot trobar durant tot l’any 156, 157. 

Excepcionalment, durant els anys 1998, 1999, 2000 i 2009, es va detectar FLUAV durant tots els mesos 

de l’any, així com a l’estiu de l’any 2005. Durant els anys 1998 al 2000, la soca de grip A (H3N2) circulant 

fins al moment va sofrir diverses mutacions que li conferien la capacitat d’escapar al sistema immune 

189, fent que augmentés la seva circulació, tant als Estats Units com a Europa 190, 191. Els casos de l’estiu 

del 2005 van correspondre a un brot nosocomial en malalts immunodeprimits en el nostre hospital. 

Altres autors també han descrit brots nosocomials causats per virus gripals fora de l’època epidèmica 

habitual 192-194. Finalment a l’abril del 2009, l’OMS va declarar una pandèmia causada per un nou FLUAV 

(FLUAV H1N1 pdm09), que va durar fins març del 2010. Els primers casos van arribar al nostre hospital 

durant el mes de juliol i es va detectar tots els mesos fins febrer del 2010. 

Tot i que s’ha trobat FLUAV en pacients de totes les edats, tal i com també confirmen altres autors 145, 

ha resultat el virus respiratori detectat amb més freqüència en els pacients de més de divuit anys. El 

percentatge de detecció d’aquest virus respecte a la resta de virus respiratoris, augmenta amb l’edat. 

Els nostres resultats, mostren que en pacients menors de sis mesos d’edat el FLUAV es detecta en un 

18,6% respecte a la resta de virus respiratoris, mentre que en majors de 60 anys representa el 53%. 

Altres autors que també han estudiat població de totes les edats, troben una variació similar a la nostra 

154, 168, 178. Les infeccions per virus respiratoris es repeteixen al llarg de la vida essent, en general, els 

quadres clínics cada vegada més lleus. La diferència que es troba en el comportament de les infeccions 

pel FLUAV és deguda a les variacions del propi virus que fan que la immunitat desenvolupada 

prèviament per l’organisme no sigui totalment efectiva front el nou virus. 

Els FLUBV corresponien globalment al 6,7% del total de virus detectats. Aquest percentatge resulta 

diferent als obtinguts per altres autors, els quals oscil·len entre el 0,7 i el 3% 141, 148, 151, 152, 154, 157, 165, 167. 

D’altra banda, Lina et al. 144, en un clima semblant al nostre, van detectar uns percentatges molt més 

alts, 13,5% de positivitat per FLUBV, i Lin et al. 145 en un estudi realitzat a Taiwan, un 15,9%. Tot i que 

ambdós estudis es van realitzar emprant mètodes de cultiu cel·lular, en el cas de Lina l’estudi va durar 
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únicament una temporada d’hivern i el de Lin va durar dos anys, i en tots dos casos els anys d’estudi 

van ser anteriors als nostres. Segons els Centers for Disease Control and Prevention for the United States 

(CDC), el National Institute for Medical Research for Europe (NIMR), i el National Institute of Infectious 

Diseases for Japan (NIID), la incidència de la infecció per FLUBV és variable segons els anys 195 i no es 

detecta tots els anys 155. En aquest sentit, el nostre estudi confirma aquest fet ja que l‘any 2004 no es 

va detectar FLUBV i durant els anys 2000, 2003 i 2010, la detecció d’aquest virus no va superar el 0,3% 

del total. L’amplitud del nostre estudi, ens ha permès obtenir una visió global de les oscil·lacions del 

FLUBV al llarg de les diferents temporades. A més, segons les dades proporcionades pel Ministerio de 

Sanidad espanyol la incidència del FLUBV és diferent fins i tot segons les comunitats i en una mateixa 

temporada epidèmica 196. 

En el nostre estudi el FLUBV es va detectar principalment entre gener i març (87% de tots els FLUBV) 

coincidint amb altres estudis 178, i en general, després de l’epidèmia causada pel FLUAV 197. Així mateix, 

aquest virus es detectava sobretot en nens d’edat escolar i adults joves, tot i que tots els grups d’edat 

són susceptibles a la infecció. En la nostra sèrie la població més afectada eren els nens de 5 a 18 anys 

d’edat, resultats que concorden amb la bibliografia consultada 47, 49, 141. 

El hMPV va representar el 5,1% del total dels virus detectats. Aquestes dades són semblants a les 

obtingudes per altres autors que reporten valors que oscil·len entre el 4 i el 5,7% 148, 149, 151 tot i que, a 

diferència de nosaltres que utilitzàvem IF, els autors esmentats utilitzaven mètodes de detecció d’àcids 

nucleics. En altres casos, el percentatge de positius emprant tècniques de PCR és major que el nostre, 

Schlaudecker et al. 166, mitjançant una PCR múltiplex detecten un 8,1% de hMPV i Tanner et al. 167 un 

11,3% amb una PCR a temps real. Al llarg dels anys analitzats hem pogut veure que la infecció per hMPV 

es donava normalment després dels casos d’infecció per RSV i virus gripals i principalment a finals 

d’hivern i principis de la primavera, entre febrer i maig (92%) coincidint amb altres autors 70, 155, 178. Es 

considera que la major part dels nens menors de cinc anys ja han estat infectats per hMPV 70, 198. En el 

nostre estudi, la incidència de la infecció per hMPV es va detectar sobretot en els nens de menys de 

tres anys d'edat tal com apunten altres autors 198. 

Els AdV van ser els tercers virus més detectats durant tot el període d’estudi, representant un 14,7% del 

total de virus detectats. Aquestes dades coincideixen amb altres publicades que troben AdV en un 12% 

dels casos i també com a tercer virus més detectat 156. En canvi, en un estudi realitzat en un camp de 

refugiats a Kenya durant els anys 2007 i 2010, troben que l’AdV és el virus més detectat (21,7%) 149. En 
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aquest cas, això podria ser degut a les condicions de vida en que es trobava la població, considerades 

d’alt risc per la transmissió d’infeccions, sobretot per la gran densitat de població en espais petits i 

tancats, i les condicions higièniques dels campaments 149. Els AdV es van detectar durant tot l’any 

coincidint amb alguns treballs publicats 141, 146, 155, 178, tot i que la freqüència va ser superior entre finals 

de tardor i principis de primavera (80%), com també han trobat alguns autors 155, 157, 199. 

Els EV i els RV són picornavirus que fins fa poc es consideraven gèneres diferents i que recentment s’han 

agrupat taxonòmicament en un mateix gènere (veure taula 1 i taula 3). Aquest dos grups de virus es 

poden diferenciar amb relativa facilitat amb els mètodes convencionals d’aïllament i identificació en 

cultiu, però no totes les tècniques moleculars comercialitzades permeten aquesta diferenciació (taula 

5). 

En el nostre estudi realitzat amb tècniques convencionals, hem detectat que els EV eren el 9,3% i els RV 

el 4,4% de tots els virus detectats. Altres estudis realitzats amb la mateixa metodologia van reportar 

una detecció més elevada que la nostra, com Lina et al. 144 que refereix que els RV eren el 10% dels 

virus detectats o Lin et al. 145 que esmenten que els EV eren un 22% dels virus detectats. No obstant, 

aquests treballs es van realitzar durant només una temporada epidèmica 144 o dues temporades 145. En 

el nostre cas que es van analitzar 17 anys consecutius, la detecció dels EV i RV diferia al llarg dels anys. 

El percentatge d’EV anava d’un 4,3% l’any 2013 a un 20% l’any 2001, i en el cas dels RV la variació va 

ser d’un 0,1% l’any 1998 a un 12,6% l’any 2004. 

Utilitzant PCR a temps real alguns autors han detectat amb més freqüència RV que RSV en nens menors 

de sis mesos 160, i juntament amb els EV, han estat considerats els més predominants en mostres del 

tracte respiratori superior i inferior, tant en nens petits com en adults 168. Els percentatges de RV que 

s’han trobat amb aquestes tècniques, van del 29,3% en mostres de pacients de totes les edats 167 al 

38% en mostres de nens menors de cinc anys 148. Un cas apart és el d’un treball realitzat en lactants 

prematurs menors d’un any, on s’ha trobat un percentatge del 79% de RV respecte als altres virus 164. 

Aquest elevat percentatge ve donat per què s’incloïen mostres de seguiment dels pacients d’estudi fins 

l’alta hospitalària. D’altra banda en la majoria dels treballs realitzats amb tècniques de PCR múltiplex no 

es diferencia entre EV i RV 151, 152, 166, 200. En aquests treballs, les taxes de detecció per EV/RV varien del 

21,5 al 35%. 
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En general, els resultats obtinguts amb tècniques moleculars per la detecció de RV són superiors als 

obtinguts amb tècniques de cultiu cel·lular. Els RV són els agents causals més comuns de les infeccions 

respiratòries de vies altes i se sap que també causen infeccions asimptomàtiques. En la població infantil 

s’han detectat RV, per tècniques moleculars entre un 12 i un 32% de nens asimptomàtics 73. La detecció 

de RV en aquests casos pot reflectir diferents situacions com l’eliminació perllongada després d’una 

infecció simptomàtica, la presència de símptomes molt lleugers que passen desapercebuts o l’estat 

d’incubació de la malaltia 73. En aquest sentit les taxes de detecció més baixes obtingudes amb els 

mètodes convencionals podrien ser degudes a que reflecteixen les infeccions actuals. Per altra banda 

cal tenir en compte la recent descripció de l’espècie de RV-C. Els virus d’aquesta espècie no es detecten 

amb els mètodes convencionals. 

Tants els EV com els RV mostren un caràcter endèmic 155. En general, RV i EV tenen una corba de 

distribució bimodal, amb pics estacionals a la primavera i la tardor 45, 200. Aquestes dades coincideixen 

amb les nostres troballes, ja que com altres autors es van detectar els RV principalment durant finals de 

primavera i la tardor (63% de tots els RV) 155 i els EV sobretot entre els mesos de març i juliol (51% dels 

EV) i també durant octubre i desembre (30% dels EV) 145. 

Els RV i els EV es van detectar principalment en nens menors de tres anys d’edat, en especial en nens 

menors de sis mesos, on representaven el 12,1% i el 6,4% dels virus detectats en aquesta franja d’edat, 

i en nens d’entre un i tres anys d’edat els EV un 9,4% i els RV un 2,9% dels virus detectats. Aquestes 

dades estan per sota de les obtingudes en un estudi realitzat en menors amb símptomes de 

bronquiolitis, on els RV representaven el 21% dels virus detectats i els EV el 9% 201. En aquest estudi, no 

obstant, tant els EV com els RV es van determinar mitjançant tècniques de PCR, mentre que la resta de 

virus respiratoris es van determinar emprant tècniques convencionals. D’altra banda, en estudis 

realitzats en població pediàtrica, es va observar que l’edat mitja d’infecció per EV/RV era de 2,4 anys 

d’edat 200, així com que els EV es troben sobretot en pacients entre un i cinc anys d’edat 145. 

El grup dels PIV va constituir el 5,2% dels virus detectats. Els PIV-1 van representar l’1,1%, els, PIV-2 el 

0,8% i els PIV-3 el 3%, la resta van ser els casos de PIV no tipats i els casos de PIV-4. Aquestes dades 

són similars a les d’Östlund et al. 154, que en un estudi realitzat amb mostres de pacients de totes les 

edats, troben que el 6,7% del total dels virus detectats són PIV. D’altra banda els estudis realitzats només 

amb mostres pediàtriques difereixen dels nostres resultats. Així en un estudi realitzat amb nens menors 

de 12 anys, van detectar uns percentatges de PIV-1 (1%) i de PIV-3 (2,7%) similars als nostres, no així 
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els de PIV-2 (2,3%) que van ser superiors 165. Altres autors que també s’han centrat en aquest tipus de 

població 141, 157, detecten els PIV com els segons després del RSV com a causants d’infecció respiratòria 

en nens, dades molt diferents a les nostres, en les que són els sisens en freqüència. Aquests autors 

troben una positivitat similar a la nostra en quan a PIV-1 i PIV-2 (1,3 i 1,0%, respectivament), però 

detecten PIV-3 amb una freqüència del 7,8% 141, mentre que en un altre estudi la detecció del PIV-1 era 

del 3,1%, el PIV-2 el 0,9% i el PIV-3 el 7,8% 157. Podríem atribuir les diferències en la detecció d’aquests 

virus al tipus de població inclosa, ja que hem de tenir en compte que en el nostre el 30% dels pacients 

tenien més de 14 anys (dades no mostrades als resultats). 

D’altra banda es coneix que els PIV no circulen de manera regular al llarg de l’any ni dels anys i varia 

segons les zones geogràfiques 172. En el nostre cas els PIV-1 i PIV-2 no es van detectar tots els anys 

d’estudi, mentre que el PIV-3 si, com ja ha estat referit a la literatura 155. Els nostres casos d’infecció per 

PIV-1 es van presentar gairebé durant tots els anys d’estudi, tret de l’any 2012. Així mateix, tot i tenir 

una distribució al llarg de tot l’any, es van detectar principalment durant la tardor, aquestes dades 

coincideixen amb altres autors que els van detectar principalment entre setembre i desembre 172. Per 

contra, en un clima tropical els PIV-1 es troben durant els mesos de març a maig 157. Els PIV-2, van ser 

els virus menys detectats en el nostre estudi (sense tenir en compte els PIV no tipats i els PIV-4), i 

principalment es van trobar durant els mesos de setembre a novembre, tret de l’any 1997 on es van 

detectar 10 casos al març, i no es va detectar cap cas en els mesos de maig i juny. Aquesta distribució 

estacional dels PIV-2 coincideix amb la descrita per alguns autors 141, 172, tot i que altres conclouen que 

no presenten un patró estacional concret 147 o que presenten un patró bianual 172. Nosaltres no hem 

pogut establir aquests comportament, tot i que les diferents deteccions de PIV-2 semblaven seguir la 

tendència d’aparèixer cada dos anys. Finalment, el PIV-3 va ser el PIV més detectat en el nostre estudi, 

presentant una distribució estacional amb pics epidèmics durant la primavera i tardor, fet que concorda 

amb la bibliografia en la que es descriu que apareix tots els anys i sobretot d’abril a juny 157, 172. 

Els PIV-4 detectats en aquest estudi van ser només 2, ja que es tracta d’un virus que no es multiplica bé 

en cultius cel·lulars i pel que habitualment no es realitza la detecció d’antigen. Els estudis que inclouen 

aquest virus presenten una positivitat del 4,1% 166 al 5,8% 62. 

Pel que fa a l’edat, els casos d’infecció per PIV-1 i PIV-3 es van detectar principalment en nens menors 

de sis mesos, mentre que en el cas del PIV-2 el major número de casos va ser en menors de sis mesos 

i en el rang entre un i tres anys d’edat. Això concorda amb els treballs consultats que descriuen les 
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infeccions més greus per PIV-1 i PIV-2 en nens de entre quatre mesos i sis anys mentre que el PIV-3 es 

comporta com el RSV 63. 

Com a resum general podríem dir que durant els mesos d’hivern, es detecten sobretot el RSV, el hMPV 

i els virus gripals. Aquests virus es solen presentar en forma d’epidèmies anuals durant el mesos d’hivern 

i principis de primavera, generalment entre novembre i març. En la nostra experiència el primer que es 

detecta sol ser el RSV al mes de novembre, seguit del FLUAV, el FLUBV i per últim el hMPV al mes de 

febrer i fins l’abril. A banda de les epidèmies dels mesos d’hivern causades pels virus ja esmentats, 

també s’han detectat casos d’infecció respiratòria al llarg de la resta de l’any, causades per altres virus 

com els AdV, els EV, els RV i els PIV-3. Aquests virus són endèmics en diferents àrees geogràfiques 145, 

154, 155, 175 i en la nostra experiència, també en la nostra. 

Amb la millora constant de les tècniques pel diagnòstic de les infeccions respiratòries víriques s’ha 

observat un increment en el número de co-deteccions de diferents virus respiratoris 150. Aquest fet és 

més freqüent quan s’augmenta el ventall de virus estudiats i quan s’utilitzen diferents tècniques 

simultàniament com la detecció d’antígens o tècniques de detecció d’àcids nucleics. L’increment és 

especialment significatiu al utilitzar les tècniques moleculars on el que es detecta són fragments d’àcids 

nucleics i no partícules infectives com és el cas del cultiu cel·lular 150, Les dades de co-detecció vírica 

utilitzant tècniques convencionals com el cultiu i/o detecció d’antigen, i algunes de les primeres 

tècniques moleculars, donaven una xifra al voltant del 10%, mentre que actualment amb les tècniques 

moleculars actuals, la xifra ha augmentat fins a més del 44% en els nens petits 150. 

En el nostre estudi utilitzant mètodes de detecció d’antigen i aïllament en cultiu cel·lular, es van obtenir 

co-deteccions en el 3,2% de les mostres positives. Les nostres dades estan per sobre de les obtingudes 

per altres autors que també utilitzaven tècniques convencionals per a la detecció 141, 157, no així en el 

cas dels que van utilitzar tècniques moleculars. Comparant amb estudis que utilitzen mètodes de PCR, 

els nostres resultats estan molt allunyats dels reportats a la literatura, on la freqüència de co-deteccions 

va des d’un 10 al 50% 149, 167, 168, 202, per tant pensem que el nostre nombre de co-deteccions més baix 

estaria lligat a les tècniques utilitzades, donat que amb les tècniques moleculars es poden detectar més 

virus respiratoris diferents. L'impacte clínic real de les co-deteccions encara ens resulta desconegut, 

alguns autors parlen d’una relació entre un curs clínic més greu i la detecció de més d’un virus respiratori 

202, mentre que d’altres no troben la mateixa associació 203. 
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En aquest treball, la co-detecció més freqüent va ser entre RSV i FLUAV, a l’igual que descriuen Östlund 

et al. 154. Per altra banda Ambrosioni et al. 168 descriuen com a co-deteccions més freqüents les de RV i 

AdV, atribuint-ho al fet que són virus que es troben durant tot l’any. Així mateix, sembla que les co-

deteccions entre diferents virus respiratoris no són aleatòries. En un estudi publicat per Tanner et al. 167 

es mostrava que hi havia associacions més comuns entre alguns virus, i destacava la freqüència 

d’associació entre RV i AdV, mentre que era menys comú entre virus gripals i RV. Els nostres resultats 

també demostren una baixa freqüència de l’associació entre FLUAV i RV, i tot i que les co-deteccions 

entre AdV i RV no siguin les més detectades, si que trobem que els AdV són els virus amb més co-

deteccions amb la resta de virus respiratoris. 

Les co-deteccions, es van trobar principalment durant els mesos d’hivern, coincidint amb el màxim de 

virus positius detectats. En el nostre cas, utilitzant els mètodes convencionals, es donen sobretot en el 

període estacional en el que la circulació de virus és més intensa i concretament quan circulen RSV i 

FLUAV. En canvi quan s’utilitzen mètodes moleculars (dades mostrades taula 33), els virus que es troben 

amb més freqüència en les co-deteccions són els virus que es detecten al llarg de tot l’any, com els RV 

i els AdV, tal i com han trobat altres autors 168. 

Tal i com s’esperava la positivitat més alta es va obtenir en la població pediàtrica (pacients menors de 

18 anys d’edat) on el 42,5% de les mostres van ser positives per al menys un virus respiratori, front al 

18,5% en la població adulta. Així mateix, entre la població pediàtrica, el percentatge més elevat de 

positius es va obtenir en els rangs d’edat de sis a 12 mesos i d’un a tres anys. L’elevada positivitat en 

nens petits ve donada perquè és en aquesta edat que tenen el primer contacte amb aquests virus i la 

infecció dona lloc a manifestacions clíniques més evidents i a vegades més greus. També degut a 

aquesta circumstància, la càrrega viral és significativament més gran que en els adults 168 en els que les 

infeccions solen ser de repetició. A més, el petit diàmetre de les vies respiratòries i el desenvolupament 

incomplet de l'estructura pulmonar, poden explicar el per què els nens tenen més malalties causades 

per virus respiratoris 198. D’altra banda, tot i que els menors de sis mesos són el grup de pacients dels 

que es van rebre més mostres, la positivitat va resultar inferior (37,4%) a la dels nens entre els sis mesos 

i els tres anys d’edat (51%). Aquest fet s’ha explicat dient que els nens més petits presenten una 

protecció front alguns virus respiratoris durant els primers mesos de vida deguda als anticossos materns 

5. 
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En mostres pediàtriques es van detectar tots els virus estudiats, i com era d’esperar, el virus més detectat 

va ser el RSV, especialment en menors d’un any, mentre que en els adults no es van detectar tots els 

virus respiratoris, i el virus més trobat va ser el FLUAV. Cal assenyalar que la taxa de detecció dels virus 

respiratoris diferents als virus gripals en els adults pot haver estat subestimada, ja que, el 27,4% de les 

mostres respiratòries d’adults es van processar només per la detecció dels virus gripals. A més, els adults 

ja tenen un cert nivell d'immunitat a través de l'exposició prèvia als mateixos virus respiratoris, per la 

qual cosa l'excreció del virus pot no durar tant com en els nens 178 i la càrrega vírica ser més baixa 168. 

D’altra banda hi ha un major número de co-deteccions en l’edat infantil que en pacients adults. Els 

nostres resultats revelen que un 80% de les co-deteccions s’han trobat en pacients menors de tres anys, 

tal i com descriuen altres autors 168. 

Pel que fa a l’estudi poblacional, es va trobar que del total de mostres estudiades el 55,6% corresponien 

a homes, front al 43,6% que eren de dones. La major detecció d’infeccions en homes que en dones 

concorda amb alguns treballs, en els que es descriu el sexe masculí com el més afectat pels diferents 

virus respiratoris 145, 152, 157, 165, 184, 199 en canvi altres autors, detecten més infeccions en el sexe femení 

151, 153. Ara bé, les dades són dispars, ja que Shatizadeh et al. 199 associa una major detecció de RSV, PIV-

1, virus gripals i hMPV amb el sexe femení, i una major detecció d’AdV amb el sexe masculí, a diferencia 

de Muenchhoff et al. 184, que diu que el RSV i el PIV estan més associats al sexe masculí. En el nostre 

estudi no es van trobar diferencies significatives en la freqüència de detecció d’un virus respiratori en 

particular segons el sexe dels pacients, tret dels casos de FLUAV detectat més en homes, on si es va 

trobar una significació estadística. 

En general, es creu que les possibles diferencies en les infeccions entre homes i dones estarien degudes 

a que les dones tenen respostes immunes humorals i cel·lulars més fortes a les infeccions que els homes, 

principalment, a causa de l’impacte de les hormones sexuals, en especial els estrògens, en el 

desenvolupament del sistema immune 184. No obstant, tot i que en condicions normals les dones 

semblen tenir una predisposició a les malalties infeccioses menor que els homes, en el nostre estudi, 

relacionant les edats amb el sexe dels pacients es va observar que en pacients de 30-40 anys d’edat les 

dones tenien més infeccions respiratòries víriques que els homes. Una possible explicació podria ser 

que en certes edats les dones joves estan en més contacte amb nens petits que els homes de la mateixa 

franja d’edat. En aquest sentit, les mares treballadores tenen menys infeccions respiratòries que les 

mares que cuiden els nens a casa 204. Per altra banda hi ha més risc de desenvolupar una malaltia 
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respiratòria en una família en la que hi ha un membre que estigui malalt, ja que els principals 

introductors de malalties són els nens petits en edat preescolar i els següents són les mares 204. 

A l’abril de 2009 l’OMS va declarar el començament d’una pandèmia causada per un virus gripal A 

(FLUAV H1N1 pdm09) i que va durar fins el març de 2010. Coincidint amb aquesta pandèmia, en la que 

la detecció d’aquest virus va ser prioritària, també van circular altres virus respiratoris. En la nostra 

experiència, dels virus trobats durant aquest període, el FLUAV va ser el més detectat i va correspondre 

al 43% de tots els virus, per sobre del RSV i dels altres virus respiratoris, tal com també es recull a la 

literatura 205. 

A Espanya, a banda del virus pandèmic, els altres virus respiratoris detectats per quatre laboratoris 

regionals diferents van ser per ordre de freqüència els RV, RSV, PIV, AdV i hMPV 205. En la nostra 

experiència, la detecció més freqüent després del FLUAV van ser el RSV, seguit del AdV i del EV, mentre 

que RV i PIV es van detectar en menys casos. No obstant, tot i que desconeixem les tècniques emprades 

en els laboratoris abans esmentats, l’elevat número de RV i PIV fa pensar que les tècniques emprades 

eren moleculars, a diferència de les utilitzades en el nostre estudi en el que només es va utilitzar la PCR 

pels virus gripals. 

Alguns autors parlen d'una possible interferència entre el FLUAV H1N1 pdm09 i el RSV, ja que durant 

la pandèmia, el pic d'incidència del RSV es va retardar respecte a altres anys 205-207. Els nostres resultats 

no confirmen aquesta dada, ja que es va detectar el pic del RSV en els mateixos mesos que els anys 

anteriors (figura 39). Aquestes dades coincideixen amb les dades d'Espanya, on es veu que la incidència 

del RSV i la grip pandèmica van ser independents, al contrari del que es va registrar a França 205. 

Es coneix que diversos virus circulen simultàniament entre la població i que les manifestacions clíniques 

de la infecció respiratòria vírica no són específiques d’un virus concret 167, 206. En aquest sentit els nostres 

resultats mostren la circulació freqüent d’altres virus durant les epidèmies o pandèmies de virus gripals. 

Més del 50% dels virus detectats en pacients amb infecció respiratòria durant la pandèmia 2009/2010 

corresponien a altres virus respiratoris. 

Les proves d'amplificació d'àcids nucleics (NAAT) s'han convertit en una alternativa que ofereix una alta 

sensibilitat en comparació amb els mètodes convencionals 45, 208, 209. Tot i que les tècniques basades en 

la PCR estaven limitades inicialment pel baix nombre de virus que podien ser detectats en una sola 

prova 142, 186, 210, 211, actualment ja hi ha disponibles nombrosos assajos de PCR múltiple comercialitzats, 
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que permeten detectar diversos virus en un únic assaig, incloent aquells que no es podien detectar pels 

mètodes convencionals 123-129, 135. 

Així doncs, es van avaluar dues tècniques basades en diferents tecnologies moleculars, els sistemes 

Seeplex® i CLART®, per tal de comparar-los amb els mètodes convencionals, la immunofluorescència 

(IF) i el cultiu cel·lular (CC). Ambdues NAAT han estat aplicades per altres autors 124-129, 134, 135, però no 

tots utilitzaven dos mètodes convencionals per a la comparació i tret de Culebras et al. 135, cap altre 

treball comparava les dues NAAT entre si. 

La principal troballa d’aquesta comparació va ser que les NAAT donaven resultats diferents entre elles. 

Aquest fet podria ser especialment preocupant tant en el diagnòstic correcte de l’etiologia viral d’un 

procés infecciós com en la pràctica clínica. Moltes variables poden afectar els resultats obtinguts per 

les NAAT i per tant dificultar la comparació entre elles. Pel que fa a la mostra, aquestes variables són 

l'edat del pacient, el tipus de mostra, la seva correcta obtenció i en quin moment es fa l’extracció 212. Al 

laboratori, les principals variables són si la mostra es processa immediatament o no, el mètode 

d’extracció d’àcids nucleics utilitzat i les pròpies instal·lacions del laboratori. Finalment, una variable 

addicional seria la pròpia experiència del personal que realitzi tots els processos. 

Com era d'esperar, les NAAT van detectar més virus que les tècniques convencionals. Al comparar 

Seeplex® i CLART® amb els mètodes convencionals, els resultats de CLART® concordaven amb els 

dels convencionals amb més freqüència i tenien una taxa de detecció més elevada que els de Seeplex®. 

Una de les causes podria ser el ventall diferent de virus cobert per cada tècnica. Ambdues NAAT han 

estat prèviament estudiades per altres autors, però els mètodes utilitzats com a gold standard eren 

diferents 124-129, 134, 135. Això posa en evidència que el principal inconvenient per a la comparació de 

diferents NAAT és la falta d'un veritable gold standard. 

Tant els mètodes convencionals com les NAAT, van donar resultats similars per RSV i AdV. En el cas del 

RSV, la IF va resultar més sensible que el CC, i era igual de sensible que ambdues NAAT. En el cas d’AdV, 

l'aïllament en CC resulta necessari donada la poca sensibilitat de la IF, i el nombre d'AdV aïllats 

coincidien amb els detectats per les NAAT. Aquests resultats coincideixen amb l'experiència assolida 

pel nostre grup en les últimes dues dècades i també amb els resultats d’altres autors 45, 128, 213, 214. Si 

tenim en compte els virus detectats només per PCR, observem que aproximadament el 72% 

corresponien a RV, hMPV, HCoV-OC43, PIV-4, FLUCV i HBoV, que no es detecten fàcilment amb les 
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tècniques convencionals, ja sigui per falta de reactius antigènics o per la dificultat de multiplicar-se en 

cultiu. Tot i així, les NAAT han estat clau per al diagnòstic de nous virus que no es multipliquen en els 

cultius cel·lulars habituals, com es el cas dels HCoV i HBoV, i la nova espècie de RV (RV-C). En el nostre 

cas, es van detectar 16 HBoV , i cinc HCoV-OC43 mitjançant l'única NAAT que incloïa aquests virus . Així 

mateix, amb les NAAT es va incrementar el nombre de RV detectats, fet que concorda amb estudis 

realitzats per altres autors 124, 128, 136, 142, 215. De totes maneres, cal tenir present que els estudis realitzats 

amb cultius cel·lulars tenen com a principal aportació la capacitat de confirmar la viabilitat i infectivitat 

d’un virus respiratori i el descobriment de nous virus o serotips prèviament no identificats 4. 

Malgrat les altes expectatives en les NAAT, no sempre donen un resultat vàlid donat que en alguns 

casos s’observa una inhibició de la reacció i això representa un gran inconvenient d‘aquestes tècniques. 

La inhibició es dona principalment per les característiques pròpies de la mostra en si i/o del protocol 

d'extracció, encara que altres aspectes inherents als mètodes també poden afectar-ne el resultat. En el 

nostre cas, ambdues NAAT van donar resultats inhibits, 10 mostres mitjançant el mètode Seeplex® 

(12,5%) i 11 per CLART® (14%). Únicament en dos casos les mostres van resultar inhibides per ambdues 

tècniques, el que suggereix que possiblement els inhibidors estaven a la mostra o hi va haver problemes 

a l’hora d’obtenir l’extracte. Ara bé, en la resta de mostres inhibides, els resultats obtinguts diferien 

entre les dues tècniques, tot i utilitzar el mateix extracte, això ens suggereix que els propis mètodes i 

reactius utilitzats en l’amplificació i detecció poden inhibir l’amplificació, el que implica una dificultat 

afegida. 

Per altra banda, si s’utilitzen únicament NAAT, ens podem trobar amb que determinats virus no siguin 

detectats per qüestions de disseny de la proba. Així, és obvi que si els reactius moleculars no contenen 

els encebadors i sondes per a un determinat virus, aquest no serà detectat. Aquest fet és especialment 

rellevant en situacions clíniques on el ventall d’agents etiològics pot ser molt ampli incloent virus que 

són poc freqüents. Aquest pot ser per exemple el cas dels virus no considerats com estrictament 

respiratoris i que en el grup de pacients immunodeprimits poden donar afectació en aquest nivell, com 

és el cas de l’herpesvirus humà 5 detectat pel CC. Una altre limitació, és la possible variabilitat que els 

virus puguin presentar en les regions on s’han d’unir els encebadors i les sondes dissenyades. En 

aquesta situació es poden generar resultats falsament negatius. Per tant, els laboratoris estan obligats 

a revisar constantment els virus inclosos en els assaigs que utilitzen; especialment si basen el seu 

diagnòstic només en NAAT 216. 
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Les NAAT han creat un nou escenari en el diagnòstic de les infeccions respiratòries virals, el gran número 

de co-deteccions virals 44, 217, 218. En el nostre cas, es van obtenir un gran nombre de co-deteccions amb 

les NAAT i cap mitjançant les tècniques convencionals. En comparació amb Seeplex®, la tècnica 

CLART® va triplicar el nombre de co-deteccions detectades. Aquesta elevada taxa de co-deteccions 

coincideix amb altres autors que també van utilitzar Seeplex® 124, 126, 127, 219 o CLART® en mostres 

pediàtriques 134, 135. L’elevat nombre de co-deteccions trobades pot ser degut a que la població d’estudi 

era pediàtrica, ja que en aquest tipus de pacients es pot presentar més d’un quadre infecciós a la vegada 

i es difícil discernir entre infeccions presents o passades 45, 208, 209, 212. 

Així, la pregunta important seria, quina és realment la rellevància clínica dels resultats obtinguts per les 

NAAT? Donat que cobreixen un ampli ventall d'agents etiològics, aquestes tècniques poden ser 

especialment útils en pacients immunodeprimits o en estat crític, tot i que el seu impacte clínic encara 

no està ben definit 220, 221. No obstant això, com mitjançant les NAAT es poden detectar fragments 

d’àcids nucleics, independentment de la presència d’antígens virals o de virus amb capacitat infecciosa 

4, 77, un resultat positiu podria reflectir una infecció present o bé una infecció anterior 45, 208, 209, 212. En 

aquests casos, la determinació de la càrrega viral podria ser un indicador per predir la correlació d'un 

virus i un determinat quadre clínic, però aquesta relació no està encara ben establerta per a les 

infeccions respiratòries víriques 85, 217. 

La prevalença dels virus respiratoris detectats mitjançant les NAAT, difereix entre els nens simptomàtics 

i asimptomàtics i segons el virus 222. A més, s’ha vist que els nens en els que es troben co-deteccions 

no difereixen en simptomatologia o en intensitat de la malaltia dels nens que tenen una infecció 

respiratòria causada per un únic virus, però si sembla que l’eliminació del virus és més perllongada 150. 

Alguns virus, com ara el RSV, s'associen generalment amb malaltia clínica, i la seva detecció en pacients 

amb símptomes respiratoris, implicaria que es tracta de l'agent etiològic causant de la malaltia en curs. 

Per contra, virus com els RV, HCoV i HBoV solen trobar-se freqüentment en nens asimptomàtics 85, 223, 

i per tant la seva detecció no necessàriament implica que juguin un paper etiològic en els pacients amb 

símptomes respiratoris, Es necessiten més estudis sobre aquesta qüestió. 

L’adequat maneig de les infeccions requereix de la capacitat, per part del laboratori, de generar resultats 

dins d'una escala de temps clínicament rellevant. El laboratori de microbiologia ha de tenir-ho en 

compte a l’hora d’escollir una prova diagnòstica. Les NAAT són més ràpides que el CC, el qual requereix 

entre dos dies i 14 dies, mentre que la majoria de PCR múltiplex poden donar un resultat entre sis i nou 
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hores. No obstant això, la majoria de NAAT no són més ràpides que la IF o la IC. Certes proves d’IC per 

RSV o FLUAV/FLUBV, són les més rapides que existeixen i proporcionen un resultat amb una especificitat 

molt alta, en especial pel RSV, en aproximadament 15-30 minuts 224. Per tant, en èpoques de situació 

epidèmica, les quals es donen en el nostre medi cada temporada, l'ús de tècniques d’IC com a primera 

tria per a la detecció de virus com el RSV o la grip, pot accelerar els resultats i aportar simplicitat al 

laboratori. En aquests casos, tan sols els resultats negatius requeririen d’un segon anàlisi amb tècniques 

més sensibles, ja sigui per cultiu o per PCR, per poder determinar l’agent causal de la infecció 112, 222. 

Per tant, la combinació de diversos mètodes de diagnòstic per les infeccions respiratòries virals segueix 

sent una excel·lent opció. Ara bé s’ha de tenir en compte que no tots els laboratoris poden tenir les 

instal·lacions o el personal necessaris per dur a terme una ampli ventall de tècniques. Sí be és cert que 

les NAAT s'estan utilitzant cada vegada més, creiem que necessiten un major desenvolupament. Està 

demostrat que aquestes tècniques són particularment útils en la detecció de nous virus respiratoris i en 

donar un resultat ràpid, però la interpretació no sempre resulta senzilla. Sens dubte, el gran repte que 

planteja el diagnòstic molecular de les infeccions respiratòries víriques no és altre que poder determinar 

si el virus detectat en el tracte respiratori és el causant del quadre clínic del pacient,. El viròleg clínic ha 

de considerar els pros i els contres de la tècnica utilitzada i de l'impacte clínic del resultat obtingut. 
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CONCLUSIONS 

1. El diagnòstic virològic de les infeccions respiratòries utilitzant tècniques de cultiu cel·lular, 

detecció d’antigen i detecció d’àcids nucleics, permet establir l’etiologia en un 36% dels casos. 

En la majoria de casos es detecta un únic virus, no obstant en un 3% de les mostres se’n troba 

més d'un. 

2. La freqüència de la detecció de cadascun dels virus és variable. Els virus que es detecten amb 

més freqüència són el RSV i el FLUAV cada un d’ells representant un 29% dels virus detectats. 

Els segueix l’AdV amb un 15% i la resta de virus respiratoris amb una freqüència individual 

inferior al 10%. 

3. La presència de cadascun dels virus és inconstant segons els anys. Els RSV, FLUAV, AdV, EV, 

PIV-3 i hMPV es detecten tots els anys mentre que la resta no. 

 



Conclusions 

194 

4. Durant els mesos d’hivern es detecten més virus respiratoris que als mesos d’estiu, el 77,5% 

dels virus detectats es troben entre novembre i març, sent el període màxim de detecció 

diferent per cadascun d’ells. 

5. En els pacients menors de 18 anys es detecten més virus que en la resta. En els pacients d'un 

a tres anys i en els de tres a cinc es detecta almenys un virus en més del 50% dels casos. En 

pacients majors de 18 anys, el percentatge de positivitat és al voltant del 15%. 

6. La freqüència de detecció de cada virus respiratori és diferent segons l'edat. En menors de tres 

anys s’han detectat tots els virus, essent el RSV el més comú. En majors de 18 anys el virus més 

freqüent és el FLUAV. 

7. Es detecten més virus respiratoris en homes que en dones excepte en els grups de 18 a 40 

anys. 

8. La circulació del virus gripal A és simultània a la circulació d’altres virus respiratoris. Durant la 

pandèmia de virus gripal de 2009/2010 més de la meitat dels virus respiratoris detectats, un 

57%, corresponen a virus no gripals. 

9. Les tècniques moleculars donen resultats diferents entre elles i amb els mètodes 

convencionals. Les tècniques moleculars són les més sensibles i permeten la detecció de virus 

que no es detecten per les tècniques convencionals. Dels virus detectats només per PCR, el 

72% corresponen a RV, hMPV, HCoV-OC43, PIV-4, FLUCV i HBoV. 

10. Utilitzant tècniques moleculars pel diagnòstic de la infecció respiratòria en nens es troba un 

elevat número de co-deteccions. En un 38% de les mostres es detecta més d’un virus. 

11. En el diagnòstic molecular de les infeccions respiratòries, especialment en la població 

pediàtrica, la interpretació clínica del resultat obtingut requereix d’una avaluació 

individualitzada en el context del pacient.  
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ANNEX I 

Barreja d’antibiòtics: 

 Penicil·lina (50.000 U/ml) 

 Estreptomicina (50 mg/ml) 

 Gentamicina (2,5 mg/ml) 

 Amfotericina (Fungizona®) (0,05 mg/ml) 

Medis de cultiu: 

Els medis utilitzats són de dos tipus: 

1. medis de creixement utilitzats per afavorir la multiplicació cel·lular 

2. medis de manteniment que substitueixen a l’anterior un cop formada la monocapa 

Els medis es preparen en una campana de flux laminar per evitar-ne la contaminació i es conserven un 

màxim de 7 dies a la nevera. En cada medi s’ha d’ajustar el pH entre 7’2 i 7’4 (l'ideal és 7’3) utilitzant 

hidròxid sòdic (1N) (1'6 ml). 

Medi creixement. Es realitzava amb un volum final de 1 litre. 

 Medi Mínim Essencial (MEM) d'Eagle (10x): 100 ml 

 Sèrum boví fetal (SBF): 100 ml 

 L-glutamina (200 mM): 10 ml 

 Aminoàcids no essencials: 10 ml 

 Hepes pH 7,4: 30 ml 

 Solució de penicil·lina-estreptomicina (PS): 1 ml 

 Neomicina: 1 ml 

 Afegir aigua destil·lada estèril fins 1000 ml 

Medi manteniment amb 2,5% de sèrum boví fetal. Amb aquest medi es mantenen les línies MRC-5 

i A-549. Es realitzava amb un volum final de 1 litre. 

 Medi Basal Essencial (BME) d’Eagle (10x): 100 ml 

 SBF: 25 ml 

 L-glutamina (200 mM): 10 ml 

 Hepes pH 7,4: 30 ml 

 Solució de penicil·lina-estreptomicina (PS): 1 ml 

 Neomicina: 1 ml 

 Afegir aigua destil·lada estèril fins 1000 ml 
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Medi manteniment amb 1,25% de sèrum boví fetal. Amb aquest medi es mantenen les línies RD i 

HEP-2. Es realitzava amb un volum final de 1 litre. 

 BME d’Eagle (10x): 100 ml 

 SBF: 12,5 ml 

 L-glutamina (200 mM): 10 ml 

 Hepes pH 7,4: 30 ml 

 Solució de penicil·lina-estreptomicina (PS): 1 ml 

 Neomicina: 1 ml 

 Afegir aigua destil·lada estèril fins 1000 ml 

Medi manteniment sense sèrum i amb tripsina (MMT). Aquest medi s’utilitza per les línies LLC-MK2 

i MCDK. En el moment de la seva utilització se l'hi afegeix tripsina-TPCK (cada 100mL de MMT, s’afegeix 

0,4 ml de tripsina-TPCK). 

 MEM d’Eagle (10x): 100 ml 

 L-glutamina (200 mM): 10 ml 

 Hepes pH 7,4: 30 ml 

 Solució de penicil·lina-estreptomicina (PS): 1 ml 

 Neomicina: 1 ml 

 Afegir aigua destil·lada estèril fins 1000 ml 
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ANNEX II 

Procediment coloració de Harris-Shorr modificada: 

El procediment segueix els següents passos: 

1. Buidar el medi de cultiu de tub de Leighton i traspassar-lo a un tub de rosca estèril. 

2. Rentar el tub 3 vegades amb sèrum fisiològic. 

3. Afegir 7-8 ml de fixador de Bouin perquè cobreixi tot el portaobjectes. 

4. Incubar a temperatura ambient durant 1 hora i 30 minuts. 

5. Abocar el fixador de Bouin i afegir 7-8 ml d’alcohol de 70º. 

6. Amb una pipeta de vidre amb la punta de ganxo s’acompanya el portaobjectes fins a 

l’embocadura del tub. Amb unes pinces s’extreu el portaobjectes del tub de Leighton i es passa 

consecutivament pels següents reactius: 

 alcohol de 70º (si està en fixador de Bouin) (10-20 segons) 

 alcohol de 50º (si està en alcohol de 70º) (10-20 segons) 

 aigua corrent (30-60 segons) 

 hematoxilina de Harris (6-8 segons) 

 aigua destil·lada (30-60 segons canviant l’aigua una vegada) 

 alcohol amoniacal (60 segons) 

 aigua corrent (60 segons) 

 eritrosina (60 segons) 

 aigua destil·lada (60 segons) 

7. Seguim amb la deshidratació: 

 alcohol de 70º (10-20 segons) 

 alcohol de 80º (10-20 segons) 

 alcohol de 95º (10-20 segons) 

 alcohol absolut (10-20 segons) 

 toluè (10-20 segons) 

 xilè (10-20 segons) 
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8. Deixar assecar completament i muntar sobre un portaobjectes amb medi de muntatge. La 

monocapa cel·lular ha d’estar en contacte amb el medi de muntatge, així que cal fixar-se a 

l’hora de muntar-la. 

9. Observar a microscopi òptic a 40X. 

Procediment operatiu del sistema NucliSENS easyMAG: 

1. Encendre la plataforma NucliSENS easyMAG amb l'interruptor situat al lateral posterior dret. 

2. Encendre l'ordinador. No encendre l’ordinador fins que l’indicador de la plataforma NucliSENS 

easyMAG es posi de color verd, per que no es faria bé la connexió. Apareix una pantalla que ens 

demana l'usuari i la contrasenya. 

3. Introducció de les dades de les mostres: En el menú principal prémer la icona  i a continuació 

la icona  

4. Introduir : 

 Identificació de la mostra (nº laboratori) 

 Volum de la mostra (normalment 500 μl) 

 Volum d'eluït (normalment 60 μl). 

 Lisis (normalment mostra sense lisar) 

5. Aquestes dades s’han de comprovar cada vegada que s’introdueixen mostres per que l’ordinador 

té com a paràmetres establerts 1000 μl de mostra i 25 μl d’eluït. Per a confirmar cada petició prémer 

ENTER o la icona  

6. Càrrega de les puntes d'extracció en el NucliSENS easyMAG: Carregar ara les puntes d'extracció 

comprovant que el botó de la pantalla es posa de color verd Per això: 
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 Agafar les puntes per la llengüeta amb les puntes mirant cap avall. 

 Introduir els laterals en el capçal d’aspiració una mica inclinats. 

 Continuar empenyent suaument fent una lleugera pressió cap a baix. 

 Les puntes s’haurien de moure cap a baix i desprès horitzontalment cap enrere fins 

encaixar a la seva posició. 

7. Càrrega de les mostres en les cubetes: 

 Situar les cubetes de plàstic en el suport metàl·lic Aquestes cubetes tenen capacitat 

per 8 mostres. 

 Dispensar la mostra (500μL) en la posició corresponent 

                                                                       

 Carregar les cubetes en la plataforma NucliSENS easyMAG en les posicions que els hi 

correspongui 

8. Escanejat de les pipetes i cubetes: Escanejar els codi de barres de cada posició i a continuació el 

codi de barres de la cubeta. SEMPRE S’HA DE LLEGIR EN AQUEST ORDRE. Aquest procés s'ha de 

fer posició a posició. 

Posició                           Cubeta 
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9. Extracció: 

 Prémer la icona  per a iniciar l'extracció; aquest procés dura 40 min. Durant 

aquest procés NO ES POT OBRIR LA COBERTA de la plataforma 

 Recollir els extractes en tubs eppendorf prèviament retolat amb el nº d’identificació 

de la mostra. S’ha de tenir cura de no transferir cap partícula de sílice, ja que 

interfereixen en procediments posteriors. 
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ANNEX III 
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