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Resum

En aquesta tesis s'ha determinat I'epidemiologia dels principals virus respiratoris circulants en el nostre
medi i s'ha avaluat I'aportacié de la tecnologia molecular al diagnostic de rutina de les infeccions

respiratories viriques.

Es van recollir les dades dels virus respiratoris detectats entre gener de 1997 i desembre de 2013, a
I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Es va analitzar la freqiiencia, la distribucié estacional i la relacié
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 biopsies pulmonars i es van analitzar
mitjancant técniques d'immunocromatografia, immunofluorescéncia (IF), cultiu cel-lular (CC) i deteccid

d'acids 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 I'AdV (14,7%) el tercer. La resta de virus respiratoris es van detectar amb una
freqliéncia 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
distribucié heterogénia 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 distribucid estacional en forma
de pics en mesos concrets: el RSV durant els mesos de novembre a gener, el hAMPV de febrer a maig, el
FLUAV de desembre a marg, el FLUBV de gener a marg i el PIV-2 de setembre a desembre. La resta dels
virus respiratoris es van detectar al llarg de tot I'any. Les co-deteccions es van trobar principalment
entre octubre i marg durant tots els anys. De manera destacada, durant la pandémia de virus gripal de
2009/2010 el FLUAYV 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 1i 3 anys, en un 50,8%; entre 3 i 5 anys, en un 42,7% i entre 5i 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 ratio

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 I'aportacioé de les técniques de PCR al diagnostic dels virus respiratoris, es van comparar
dues tecniques 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'infeccio respiratoria virica.

En la comparaci6 entre els métodes moleculars i els convencionals es va observar que els resultats
variaven segons la técnica. 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.
Mitjancant PCR es van trobar co-deteccions en 30 mostres i cap per IF/CC. El gran repte que planteja el
diagnostic molecular de les infeccions respiratories viriques és poder determinar si el virus detectat és

el causant del quadre clinic 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 NAATSs 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-0OC43, 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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DPO™, Dual Priming
Oligonucleotide
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EV, enterovirus
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d'Aliments i Medicaments
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FLUBV, virus gripal B
FLUCV, virus gripal C

G, glicoproteina virica gran
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HBoV, bocaparvovirus
HCoV, coronavirus
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HE, hemaglutinina-esterasa
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virus de I'herpes tipus 5
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immunodeficiéncia humana
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HSCT, trasplantament de
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hematopoétiques
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de Taxonomia del Virus
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IF, immunofluorescencia
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directa

IFI, immunofluorescéncia
indirecta

ITRI, infecci6 del tracte
respiratori inferior

ITRS, infeccio6 del tracte
respiratori superior

L, polimerasa viral

LAMP, amplificacid isotermica
en bucle d'acids nucleics
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virics
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MERS, sindrome respiratoria
d‘orient mig
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mM, mili molar
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amb tripsina

MPOC, malaltia pulmonar
obstructiva cronica
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embrionari huma

N, proteina de la
nucleocapsida viral

NA, neuraminidasa
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d'acids nucleics
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d’exportacié nuclear
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Infectious Diseases for Japan

NIMR, National Institute for
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NP, nucleoproteina virica
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viriques no estructurals
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Mundial de la Salut

P, fosfoproteina virica

PA, PB1i PB2, complex de
polimerases
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PCR-m, PCR mdltiplex
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PIDIRAC, Pla d'informacio de
les infeccions respiratories
agudes a Catalunya

PIV, virus parainfluenca

PMK, cél-lules de rony6 de
mico
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PRK, cél-lules primaries de
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PS, penicil-lina-estreptomicina

RCA, amplificacidé per cercle
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rabdomiosarcoma embrionari
huma

RE, solucié revelatge

RNA, acid ribonucleic
RNAm, RNA missatger

rpm, revolucions per minut
RSV, virus respiratori sincicial
RT, retrotranscripcid

RT-PCR, amplificaci6 amb
retrotranscripcio

RV, rinovirus
S, proteina viral espicular

SARS, sindrome respiratoria
aguda greu

SDA, amplificacié per
desplacament de cadena

SFB, serum bovi fetal

SH, proteina virica hidrofoba
SHb, solucié d'hibridacio
SV, shell-vial

SVGE, Sistema de Vigilancia
de la Gripe en Espafia

T, triangulacions (triangles en
una cara icosaedrica)

TP, proteina terminal
TR, tampo de rentat
U, unitats

VP (VP1, VP2), proteines
viriques

X, Vi VII, proteines basiques
que estabilitzen el DNA viric
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Al mon, les malalties infeccioses sén les responsables de casi el 30% del total dels 56 milions de morts
anuals. L'epidemiologia de les malalties infeccioses s'ocupa de les circumstancies en qué es produeixen
tant la infecci6 com la malaltia en una poblacid, i dels factors que influeixen en la seva frequiéncia,

propagacio i distribucio .

Les infeccions respiratories son de les malalties més comuns que afecten als essers humans. En general,
la gran majoria de les malalties respiratories son causades per virus ' i tenen una amplia distribucio
mundial 2. Aquestes infeccions poden donar lloc a diferents quadres clinics que van des del refredat

comd, fins altres afectacions greus com la pneumonia, la bronquiolitis o la bronquitis.

Conéixer l'etiologia d'aquestes infeccions resulta essencial de cara a establir tractaments i vies

d'actuacié per als sanitaris i la poblaci6 general.
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ELS VIRUS | LES INFECCIONS RESPIRATORIES

Els virus son els parasits intracel-lulars obligats més petits que es coneixen. Tots ells estan compostos
d'un acid nucleic i una capa de proteines, amb existéncia o no d'una lipoproteina externa, aixi mateix
no contenen enzims per desenvolupar el seu propi metabolisme, i per tant sempre necessiten d'una
céllula hoste per a multiplicar-se i seguir infectant. La particula viral infectiva completa es denomina
virié. La infeccid es produeix quan degut a la unio entre el virus i un receptor especific, el virus s'adhereix
a la cellula i és capag d'introduir-se al seu interior. Cada virus infecta un tipus cel-lular determinat
depenent si esta 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 propies defenses de I'hoste les

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

Els virus constitueixen un model de complexitat bioldgica. Han desenvolupat diferents formes i
estratégies per perdurar a la natura. El metode taxonomic de classificacié es basa en les caracteristiques

morfologiques, les propietats estructurals, fisiques, antigéniques i biologiques del viri6 3.

Els virus també es poden agrupar segons les manifestacions cliniques que causen quan infecten a I'esser
huma, com és el cas dels virus respiratoris. S'anomenen virus respiratoris aquells virus que després de
la infeccid, el quadre clinic es manifesta principalment al tracte respiratori. Els virus respiratoris afecten
a tots el individus per igual, tant adults com a infants, perd donen un quadre clinic diferent depenent
del pacient i del seu estat immunitari. La infeccié per aquests virus pot afectar tant al tracte respiratori
superior com a linferior, pot ser subclinica o donar diferents quadres de malaltia, aixi com

complicacions que requereixin ingrés hospitalari 4.

Una de les principals caracteristiques cliniques de les infeccions respiratories virals és la inespecificitat
dels simptomes, ja que un mateix quadre clinic pot estar causat per diferents virus, i un virus concret
pot causar diferents sindromes respiratories 4. Aixi mateix, el grau d'afectacié en la infeccié respiratoria
virica inclou un rang molt variat de manifestacions cliniques, i només es disposa de tractament antiviric
especific per alguns virus °. Els virus causants d'infeccio respiratoria formen part de diferents families i
géneres, amb morfologia, mida i genoma diferent segons cada virus. Aquesta gran varietat de virus
possibles causants d'infeccié respiratoria implica també una diversitat en les tecniques amb millor
rendiment per diagnosticar cada possible agent etiologic. Els principals virus causants d’infeccio

respiratoria es mostren a la taula 1.
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Taula 1

Classificacio taxonomica i nomenclatura dels principals virus respiratoris.

Familia

Orthomyaxoviridae

Subfamilia

Influenzavirus A

Espeécie

virus gripal A (FLUAV)

Influenzavirus B

virus gripal B (FLUBV)

Influenzavirus C

virus gripal C (FLUCV)

Respirovirus

virus parainfluenca 1i 3 (PIV-1, PIV-3)

Paramyxovirinae
Rubulavirus virus parainfluenca 2 i 4 (PIV-2, PIV-4)
Paramyaxoviridae
Pneumovirus virus respiratori sincicial (RSV)
Pneumovirinae
Metapneumovirus | metapneumovirus (hMPV)
enterovirus huma (EV) A, B, Ci D
Picornaviridae Enterovirus
rinovirus huma (RV) A, Bi C
Adenoviridae Mastadenovirus adenovirus huma (AdV) A, B,C,D, E, FiG
Parvoviridae Parvovirinae Bocaparvovirus bocaparvovirus de primat (HBoV) 1 2
Alphacoronavirus coronavirus 229E (HCoV-229E)
P coronavirus NL63 (HCoV-NL63)
Coronaviridae Coronavirinae coronavirus HUK1 (HCoV-HUK1)

Betacoronavirus

sindrome respiratoria aguda greu (SARS-CoV)
coronavirus OC43 (HCoV-0C43)?2
sindrome respiratoria d'orient mig (MERS-CoV)

2 La designacio6 actual del HCoV-OC43 segons el comite de taxonomia virica, ICTV, és com a betacoronavirus 1.

MANIFESTACIONS CLINIQUES DE LES INFECCIONS DEL TRACTE

RESPIRATORI

Les infeccions del tracte respiratori formen el conjunt de malalties infeccioses més freqiients de I'ésser

huma 6. La majoria d'aquests processos sén d'etiologia viral, es resolen amb tractament simptomatic, i

no és necessari I'Us d'antibiotics. No obstant, en nounats, ancians i pacients amb alguna malaltia de

base (cardiopaties, broncopaties croniques, immunodeficiéncies, etc.), aquestes infeccions es poden

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

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

cost sanitari elevat, sobretot degut al tractament de les complicacions i a I'Gs inadequat d'antibiotics,
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aixi com importants repercussions socioeconomiques degut a les incapacitats laborals temporals que

ocasionen &
Infeccions del tracte respiratori superior

La majoria de les infeccions respiratories oy

del tracte superior (ITRS) s6n de caracter
lleu i els pacients no solen necessitar E:‘s';‘lat
d'ingrés hospitalari. Poden ser tant /
subcliniques com donar
simptomatologia de refredat comd. La

majoria no requereixen de tractament

especific, no obstant, els Orofaringe

Epiglotis

analgésics/antipiretics (per exemple,

paracetamol) i, en alguns casos, els Cavitat oral Laringofaringe

descongestionants nasals es solen
utilitzar per la reduccié de les molésties

i dels simptomes >. Figura 1

En aquest treball hem considerat com Estructures anatomiques que formen part del tracte
respiratori superior. S'ha dividit mitjancant una linia de
color vermell: les estructures anatomiques per sobre de
aquelles  estructures  anatomiques  |a linia formen el tracte respiratori superior, mentre que
les estructures anatomiques que es troben per sota de la
linia formarien part del tracte respiratori inferior

pertanyents al tracte respiratori superior

situades per sobre de la glotis. A la
figura 1 es mostren la divisid les

estructures anatomiques que hem considerat part del tracte respiratori superior.
Els principals quadres clinics lligats a la infecci6 del tracte respiratori superior s'expliquen a continuacio.

Refredat comii. Es tracta d'una malaltia lleu, autolimitada i molt freqiient. Es una de les principals
causes d'absentisme laboral i escolar. L'etiologia és molt variada, perd sobretot sol ser virica. S'han
identificat més de 200 agents causals diferents 78 Com a quadre clinic, predominen la congestié nasal

i la rinorrea, sense febre. Pot comencar amb mal de gola, que seguidament s'acompanya per secrecions
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nasals, esternuts i tos. No sol necessitar de diagnostic etiologic tret de quan es fan estudis

epidemiologics.

Faringitis aguda. Afecta a la zona de la nasofaringe i/o orofaringe. Tot i que es tracta d'una malaltia
de caracter lleu i autolimitada, el seu impacte a la salut publica és molt important, ja que representa un
motiu comu de consulta medica i prescripcié antibiotica. 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 °.

El quadre clinic causat pels diferents agents etiologics no presenta gairebé diferencies. El simptoma
més caracteristic és el mal de gola, que sol anar acompanyat de malestar general, conjuntivitis, tos o
rinorrea. El diagnostic és clinic i per conéixer I'agent etiologic és necessari la col-laboracié del laboratori

especialment si es vol confirmar la preséncia del Streptococcus pyogenes.

Epiglotitis. Es tracta d'un procés infeccids greu que dona lloc a la inflamaci6é de I'epiglotis i de les
estructures que I'envolten. De caracter agut, pot arribar a provocar asfixia per obstruccié de les vies
respiratories. Els simptomes principals son febre, deglucié dolorosa i afectacié de I'estat general del
malalt. L'etiologia sol ser bacteriana, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae i Moraxella
catarrhalis, entre d'altres '°. EI diagnostic etiologic és important i necessari i el tractament antibiotic

imprescindible.

Otitis mitjana aguda. Es tracta de la inflamaci6 de I'oida mitjana, i es caracteritza per la preséncia de
liquid a I'oida, juntament amb l'aparicié de simptomes locals o generals d'inici rapid, on el simptoma
principal es una otalgia aguda. Es una malaltia molt freqiient en nens petits i de dificil diagnostic ''. 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 freqlient la coinfecci6 amb virus respiratoris. Estudis recents han reportat que els virus
respiratoris poden ser els Unics causants en un 58-90% dels casos simptomatics i en un 28-52% de

casos asimptomatics "2,

Es tracta d'una malaltia que sol aparéixer principalment lligada a un episodi de refredat comu o faringitis
aguda. Es un dels principals motius de consulta médica en l'atencié primaria, ja que segueix necessitant

de prescripcié antibiotica.
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Sinusitis. Es la inflamacié dels sins paranasals, que sol anar acompanyada de congestié nasal, dolor o
pressi6 facial i rinorrea purulenta. Es freqiient el mal de cap, la tos i la pérdua parcial de I'olfacte. Es
produeix a causa d'una obstruccié del flux de les secrecions dels sins, generalment de manera
secundaria a la inflamacié de la mucosa nasal. Si I'obstruccié es manté, es pot produir una sobreinfeccié

bacteriana 3.

En la seva etiologia intervenen totes les possibles causes d'inflamacié de la mucosa, destacant sobretot
els processos infecciosos virics i els al-lérgics. La sobreinfeccid bacteriana es pot donar per Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae i Moraxella catarrhalis. El diagnostic és clinic, en casos amb

complicacions és necessari un diagnostic radiologic i el tractament és antibiotic.
Infeccions del tracte respiratori inferior

En aquest treball hem considerat com pertanyents al tracte respiratori inferior aquelles estructures
anatomiques situades per sota de la glotis. El tractament i I'atencié de la infeccié del tracte respiratori
inferior (ITRI) depenen de I'avaluacié 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 cronica o antecedents
familiars) també influeixen en el maneig de la malaltia >. Aquestes infeccions prenen especial
importancia en certs grups d'edats com és el cas dels nounats o persones de la tercera edat, aixi com
pels grups de pacients amb la immunitat compromesa. Els principals quadres clinics lligats a la infeccio

del tracte respiratori inferior s’expliquen a continuacié.

Laringitis aguda. Es tracta de la inflamacié de la mucosa de la laringe i de les cordes vocals. Els signes
que causa son disfonia i tos irritativa i seca, sense febre. Es una malaltia de curs lleu i autolimitada, de
duracié aproximada de 3 dies. Els agents etiologics més comuns son els virus respiratoris, tot i que en
alguns casos pot estar causada per bacteries com Moraxella catarrhalis i Haemophilus influenzae, o per
causes quimiques, com el tabac o substancies quimiques que inflamin la mucosa de la laringe ™. El

diagnostic és clinic i el tractament simptomatic.

Laringotraqueobronquitis aguda o crup. Es tracta d'una inflamacié de I'espai subglotic causada per
una obstruccié aguda de la laringe o de la traquea. Afecta normalment als nens i produeix un quadre
caracteristic d'estridor inspiratoria, tos i ronquera que habitualment comenca durant la nit i de forma

brusca. Sol seguir a un refredat i I'etiologia és habitualment virica ™. El diagnostic es basa en el quadre
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clinic i s'ha de diferenciar d'altres processos d'obstruccié del tracte respiratori superior com I'epiglotitis

causada per bacteris.

Bronquitis aguda. Es caracteritza per la inflamacié de la mucosa bronquial, i s’ha de diferenciar de la
bronquitis cronica i la pneumonia. Es considera que una bronquitis és aguda quan té menys de 90 dies
de durada ™. En nens i adults previament sans, I'etiologia virica és la més frequent. Si es produeixen
complicacions, poden estar associades a la sobreinfeccié bacteriana, sobretot en pacients amb alguna
patologia de base. Els signes principals son la tos ronca i I'expectoracié. Depenent del grau de la lesio

epitelial, la duracié de la malaltia es pot allargar diverses setmanes, entre 6 i 8 '°.

Bronquitis cronica. Es defineix com la malaltia que causa tos i expectoracié la majoria de dies durant
més de 3 mesos I'any i durant més de dos anys consecutius '®. Les causes més comuns son quimiques,
com el tabac, i es troba inclosa dins de I'afectacié coneguda com malaltia pulmonar obstructiva cronica
(MPOC). Aquesta malaltia cronica cursa amb episodis d'aguditzacié. En aquests casos, tot i que s6n més
freqlients les causes no infeccioses o les causes bacterianes, aproximadament el 30% estan causades

per virus respiratoris 7.

Bronquiolitis. Es tracta d'una malaltia infecciosa aguda que afecta les vies respiratories inferiors,
causant 'obstruccié dels bronquiols. Ocorre preferentment en nens menors de 2 anys, on la incidéncia
és maxima entre els 3 i els 6 mesos d'edat. Es la causa més comi d'hospitalitzacié de nadons en els
paisos desenvolupats 7. La malaltia es pot presentar amb tos, vomits, dificultat respiratoria, sibilancies,
retraccié de musculs intercostals i dificultat per a la respiracio i I'alimentacié. L'agent etiologic més
frequent és el RSV, el qual es troba en més del 80% dels nens menors de 2 anys amb bronquiolitis. Els
altres virus respiratoris sébn menys freqiients i s'han descrit casos causats per bactéries com Mycoplasma

pneumoniae i Chlamydophila pneumoniae 8.

Pneumonia. Es tracta d'una inflamacié pulmonar aguda, sense participacié bronquial, caracteritzada
per I'ocupacio dels alveols per un exsudat que es consolida i déna al pulmé una consistencia semblant
a la del fetge (hepatitzacio). L'etiologia és variable segons I'edat del pacient, el lloc d'adquisicié de la
malaltia (comunitat, hospital), i la preséncia d'una malaltia de base com la diabetis o la bronquitis
cronica, entre d'altres. En nens son més freqlients les infeccions per virus respiratoris i per Streptococcus

pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae i Haemophilus influenzae. En adults, la majoria de casos sén
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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 ™.

Els simptomes son variats depenent de I'etiologia de la pneumonia. La pneumonia causada per virus
respiratoris es considera pneumonia atipica i es caracteritza per tos seca o escassament productiva,
absencia de dolor pleuritic, predomini de les manifestacions extrapulmonars (mal de cap, mialgies, etc.),
condensacié radiologica que habitualment és de tipus no lobular i s'observa una dissociaci6 clinic-

radiologica.

La grip

La grip és una malaltia infecciosa aguda de les vies respiratories, que pot afectar tant al tracte superior
com al tracte inferior. La grip és un important problema de salut, tant per els costos econdmics i socials
que origina com per les complicacions que pot ocasionar, i la mortalitat que pot provocar directament
o indirectament. La proporcié de poblacié afectada durant les epidémies anuals a nivell mundial oscil-la
entre el 5 10% en adults, i del 20% a 30% en nens. Aquesta malaltia pot ser causa d'hospitalitzacio i
mort sobretot en els grups d'alt risc (nens molt petits, ancians i malalts cronics). Aquestes epidémies

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

20

El quadre clinic es caracteritza per un inici brusc, amb un periode d'incubacié breu, entre 24 i 72 hores.
Pot ser causat per diferents virus respiratoris. El quadre gripal comenca amb una sensaci6 distermica
elevada i calfreds. Les principals manifestacions sén febre generalment alta (entre 38 i 39,5°C), fins i tot
es poden produir pics febrils de 40-41°C, mal de cap, malestar general i simptomes respiratoris. Sol
causar també anoréxia i fortes mialgies que afecten sobretot a les extremitats. Si existeix tos, sol ser no
productiva, pot haver-hi congestié nasal i en alguns casos afonia. La malaltia dura entre 1i 8 dies, tot i

que l'asténia i la tos poden persistir de una a dues setmanes després d'haver patit la malaltia 2.
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VIRUS RESPIRATORIS

A continuacio es detallen els principals virus causant d'infeccié respiratoria. S'ha seguit un enfocament

taxonomic basat en I'esquema del 2014 del Comité Internacional de Taxonomia del Virus (ICTV) 2.

L'ICTV utilitza la categoria "familia”, "génere" i "espécie”. Segons I'lCTV, "una especie de virus es defineix
com una classe politética de virus que constitueix un llinatge replicable i ocupen un ninxol ecologic
particular”. Dins d'una espécie 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 titol, seguit d'una descripcié de les seves caracteristiques i dels
guadres clinics que causen. Els virus recentment descoberts s'inclouen agrupats en un apartat comg, ja

gue la seva relacié amb la malaltia respiratoria encara s'esta investigant.

VIRUS GRIPAL A

Generalitats

Els virus gripals A (FLUAV) pertanyen a la familia Orthomyxoviridae, génere Influenzavirus A (veure taula
1). El reservori natural dels FLUAV sén les aus aquatiques salvatges, tot i que també poden infectar una
gran varietat d'hostes, com sén altres aus doméstiques, porcs, cavalls, mamifers marins (foques), visons
i humans. En humans sén causants d'infeccio respiratoria 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 publica degut al gran nombre de consultes mediques, recursos i hospitalitzacions
en tots els grups d'edat 23. Aquests virus poden ser causants d'infeccions en forma de brots epidémics
resultants de la circulacié de les soques estacionals, o poden causar pandémies, resultants de I'aparicio

d'un nou virus per al qual la poblacié posseeix poca o cap immunitat 2.
Antecedents historics

Gairebé al llarg de tota la historia s'han descrit malalties similars a la grip, no obstant el primer registre
complet data del segle XVI. Les diferents pandémies causades pel FLUAV registrades, daten des del

1918. Per tal d’entendre completament les pandemies, és necessari disposar del virus que I'ha causat,
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un fet que no va ocorrer fins I'any 1957. El virus pandémic de I'any 1918 es va reconstruir utilitzant una
aproximacio "arqueo-virologica”. Els subtipus o la composicié genética dels virus pandémics circulants
abans d'aquest any encara es desconeixen %4 Tots els virus pandémics des de I'any 1918 contenen
segments de gens derivats del virus d'aquest any, i per tant es pot considerar que els Ultims 90 anys

formen part d'una gran “era pandémica” %

El primer virus gripal es va aillar dels pollastres a partir de la pesta aviaria al 1901. L'any 1918 una gran
pandemia de grip coneguda com “grip espanyola”, causada per un FLUAV amb composicié antigénica
H1N1, va arribar a causar més de 50 milions de morts a nivell mundial. L'any 1931 es va aillar un virus
gripal porci, i finalment, I'any 1933, es va aillar el primer virus gripal huma. Poc després es van iniciar les
investigacions per desenvolupar una vacuna contra la grip. La seglient pandémia de grip registrada va
sorgir I'any 1957, causada per un descendent lineal del virus pandémic del 1918, la nova soca de FLUAV
presentava una composicié antigénica H2N2 i va causar més d'un milié de morts a nivell mundial.
Aquest any es va poder recuperar per primera vegada un virus pandémic. La segiient pandémia es va
registrar I'any 1968 causada per una soca amb composicié antigénica H3N2. L'any 1977, es va registrar
una pandémia causada novament per una soca H1N1, i aquesta vegada a diferencia de les anteriors la
soca que circulava fins aquell moment no va desaparéixer i per tant des de 1977 hi ha co-circulacié de

dues soques de FLUAV.

Finalment, I'Ultima pandémia de grip registrada va ser la pandémia de I'any 2009 causada per la
circulacié d'una soca amb composicié antigenica HIN1 completament diferent a la que circulava fins
llavors. Les diferents pandémies de grip registrades i els diferents virus causants es mostren a la figura

224,

Estructura virica

Es tracta de virus embolcallats i pleomorfics, on els virions sén generalment esferics, tot i que també
poden ser filamentosos, amb un diametre aproximat de 80-120 nm. L'embolcall del virus prové de la
membrana plasmatica de la cél-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 proteines depenent de la
soca %> 26, La mida dels segments varia entre 890 fins a 2.341 nucleotids. La mida total del genoma és

d'aproximadament 13,5 kilobases.
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De I'embolcall lipidic li sobresurten dos tipus diferents de glicoproteines, I'hemaglutinina (HA) i la
neuraminidasa (NA). L'HA és un trimer responsable del reconeixement i unié als receptors cel-lulars i
intervé en la fusid i penetracid del virus a dins la cél-lula. Constitueix el 40% de les proteines del virus.
Cada virié conte entre 350 i 400 unitats d'aquesta proteina, és per aixo que es tracta d'un dels principals

antigens del virus. Els anticossos produits front aquesta proteina tenen funcié neutralitzant.

La NA és un tetramer que participa en el transport del virus a través de la mucina present en el tracte
respiratori, ja que hidrolitza els polisacarids dels inhibidors presents a la mucosa 2’ 28, permetent
I'arribada del virus a la superficie de les cél-lules epitelials del tracte respiratori. També és I'encarregada
de I'alliberacié dels virions, ja que destrueix el receptor mitjangant una activitat sialidasa per afavorir la
disseminacio de les particules virals. Constitueix el 5% de les proteines totals del virus, i la proporcié és
d'una NA per cada 7 o 8 HA a la superficie del virié. Els anticossos produits front aquesta proteina sén

parcialment neutralitzants (veure figura 3).

Els FLUAV sén un conjunt de virus que es classifiquen en base a les propietats antigéniques de les HA i
NA. Actualment, s’han trobat 17 HA i 10 subtipus de NA a la natura 2°. 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) . La nomenclatura tradicional dels virus gripals A inclou, I'animal del que s'ha aillat
el virus, excepte quan és del home; el lloc geografic; I'ordre d'aillament; I'any i la HA i NA que conté.

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

El genoma del FLUAV codifica també

d o Hemaglutinina (HA)
2 / diferents proteines internes, com la

Matriu (M1)
=5 «—Neuraminidasa (NA) ~ Proteina de membrana M1 que rodeja la

Complex polimerasa ~ . . TR , .
(PA PB1, PB2) nucleocapsida i esta lligada a I'embolcall i la
Nucleoproteina (NP) - hroteina de membrana M2, que actua com
un canal ionic. Estudis recents han trobat

una nova proteina viral la M42 amb un

Canal ionic M2

) ectodomini antigenic diferent a la M2 que
DR Proteina d'exportacié nuclear (NEP)

també actuaria com a canal ionic en algunes

Figura 3 soques del FLUAV 2.

Estructura dels virions del virus gripal A. Adaptat de
Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/)
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També codifica la nucleoproteina (NP) que rodeja al genoma, i el complex de polimerases PA, PB1 i
PB2, les quals estan implicades en la transcripcié del RNA missatger i en la replicacié del RNA viral. En
algunes soques s'ha trobat també una altra proteina anomenada PB1-F2, implicada en la inducci6 de

mort cel-lular 2> (veure figura 3).

Finalment, codifica dues proteines no estructurals, la proteina NS1 i la proteina nuclear d'exportacié
(NEP), també anomenada NS2. Ambdues proteines estan codificades al mateix gen, pero el producte
principal, la proteina no estructural NS1, es tradueix a partir d'un RNAm complet, mentre que la NS2 és
traduida d'un RNAm spliced (tall-unio). La NS1 té varies funcions, una d'elles és unir-se al dsRNA viric
per evitar que sigui reconegut pel sistema immune de I'hoste 3'. La NS2 facilita la sortida de les

ribonucleoproteines viriques des del nucli de les cél-lules infectades al citoplasma 32 (veure figura 3).

La infeccié s'inicia pel reconeixement per part del virus dels receptors de I'acid sialic presents en la
superficie cellular de I'epiteli traqueobronquial, per mitja de I'HA. Préviament 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 penetracié del virus ?’. Els virus entren dins la cel-lula per endocitosi, i un
cop a l'interior la M2 és I'encarregada de la decapsidaci6 del virus iniciant aixi el cicle de replicacié i
posterior propagacié. La replicaci6 virica es dona a I'interior del nucli cel-lular i la sintesis de les proteines

al citoplasma. Finalment els virions s'alliberen per acci6 de la NA 33,

Epidemiologia

En les aus aquatiques salvatges es troben tots els FLUAV. Els FLUAV que infecten I'home sén de
distribucié universal i circulen amb una estacionalitat marcada. En general els FLUAV causen epidémies
anuals que generalment duren de tres a vuit setmanes. Les epidémies es produeixen gairebé tots els
anys, en paisos amb climes temperats, els casos es donen sobretot durant I'época d'hivern. En paisos
amb clima tropical, els casos d'infeccions es donen principalment durant I'época de pluges i les
estacions més humides (de maig a setembre) 2'. D'altra banda, son virus capagos de causar pandémies

que poden donar lloc a infeccions fora dels mesos epidemics.

Els virus gripals canvien constantment, donant lloc a la formaci6é de noves soques capaces de causar la
infeccio en I'esser huma. Una de les formes de canvi és la "deriva antigénica” (canvis antigénics menors)

causada per mutacions en les regions del genoma que codifica les HA i/o NA, i que comporta variacions
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antigeniques. Aquests canvis fan que les noves soques presentin petites diferéncies antigéniques
respecte a les anteriors, i per tant no son reconegudes completament pel sistema immune donant lloc
a les epidemies anuals i fins i tot, fent possible la infeccid repetida en una mateixa temporada epidémica.
Aquesta és la rad per la qual la composicié 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 antigénic” (canvis antigenics majors), derivat de la
recombinacié de gens entre dos virus gripals diferents. La co-infeccié d'una cél-lula hoste amb dos
FLUAV diferents pot originar una progeénie viral on el genoma contingui segments dels dos virus
“parentals”, donant lloc a nous subtipus del virus amb diferent HA i/o NA. Aquesta situacié també es
pot donar entre un FLUAV animal i un d’huma. Aquests canvis conformen noves soques que no sén
reconegudes pel sistema immune i son l'origen de les pandémies 34 A la taula 2 es mostra les dues

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

Taula 2

Caracteristiques diferencials entre una pandémia i una epidémia per virus gripal A.

ESTAT IMMUNITARI DE LA
TIPUS CAUSES : RESULTATS
POBLACIO
" e . . . En general, altes taxes d'atac,
Salt antigénic Immunitat parcial en ancians e
. Y amb altes taxes de morbiditat i
o resultat de si s'ha produit d'una soca . .
Pandémia de , AR . . mortalitat a tot el mon,
I'aparicié d'un nou reciclada”, i poca o cap . .
FLUAV . , . . . . especialment durant la primera
subtipus o d'un immunitat si prové d'una )
. fins la tercera onada de la
reciclat dels FLUAV soca nova . -
infeccio
- Taxes d'atac variable, es donen
Reaccié creuada amb els . . -
—— e . infeccions esporadiques, brots o
S Deriva antigenica anticossos de gran part de la . e
Epidemia de AN . epidemies amb morbiditat i
de les soques poblacio induida per variants . )
FLUAV . Lo mortalitat variable. Els nens
existents de FLUAV antigéniques recents; poca o o .
. . petits son especialment
cap immunitat en nadons
vulnerables

Adaptada de Nicholson 2'.

Mecanismes i rutes de transmissio

En els essers humans i mamifers en general, la transmissid principal és per via aéria mitjancant aerosols
i per contacte amb superficies contaminades i autoinoculacié. En humans, la infeccio afecta al tracte

respiratori, normalment superior. La proteina HA dels virus gripals reconeix els receptors de I'acid sialic
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present a les cellules de la mucosa del tracte respiratori, amb una unié especifica amb la configuracié
alfa-2,6-acid sialic permetent que s'inicii el cicle infectiu. Aquests receptors amb enllagos alfa-2,6-acid

sialic predominen a les cél-lules epitelials de la traquea dels humans 3°.

Entre les aus la transmissio és per via fecal-oral i a través de I'aigua contaminada. En casos excepcionals
alguns virus gripals aviaris poden transmetre’s a I'home a partir d'un contacte molt estret amb els
animals. En els casos en que s'ha produit contagi entre les aus i els humans, es creu que ha estat per la
unié dels virus a un receptor diferent, amb enllagos alfa-2,3-acid sialic, propi de I'epiteli intestinal dels
anecs, i que també esta present a les cél-lules epitelials dels alvéols humans, fent possible el contagi

entre espécies 3°.
Clinica i simptomatologia

Els FLUAV sén causants d'infeccio respiratoria, amb una gran diversitat de manifestacions cliniques
essent la grip el quadre clinic 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 freqlients sén sinusitis, otitis mitjana, nausees i vomits, especialment en nens.
També es poden donar complicacions de caracter més greu com bronquitis aguda, pneumonia o
exacerbacions de malalties pulmonars croniques 3. S'han realitzat estudis comparatius entre les
manifestacions cliniques 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 son més propensos a

tenir rinorrea 3738,
Altres virus gripals A

Virus gripals aviaris: No tots els virus gripals aviaris causen malalties en els éssers humans. No obstant
aixo, alguns poden infectar els humans i causar malaltia greu. Els dos virus gripals aviaris més coneguts

son els FLUAV H5N1 i els FLUAV H7N9 que circulen en les aus de corral 3°.

Els primers casos d'infeccié 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 propagacié. No obstant, el virus va tornar a
reaparéeixer en anys posteriors de manera aillada en diferents tipus d'aus, fins que a I'agost de 2003, va
ressorgir a I'Asia i es va mantenir I'epidémia de grip aviaria fins febrer del 2006 4. Segons |'Organitzacié
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 I'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 respiratoria greu i en alguns casos
ha causat la mort. Les investigacions sobre aquests virus han demostrat que la infeccié s’ha donat
després de tenir contacte amb aus de corral infectades o ambients contaminats. Actualment no s'ha

trobat evidéncia de sostinguda expansi6 del virus H7N9 de persona a persona #2.

Virus gripal A HIN1 pdm09. A ['abril de 2009, I'OMS va informar d'un nou virus de la grip A, causant
de grip en humans a Méxic i que es va estendre a 30 paisos en només tres setmanes. Aquesta rapida
expansiod del nou virus va portar a la situacid d'alerta pandemica, i 'OMS va decretar el periode
pandémic des d'abril del 2009 fins maig del 2010. L'analisi filogenética de la nova soca pandémica, va
revelar un quadruple origen, ja que contenia gens derivats del virus huma, del virus aviar, del virus porci

classic i del virus porci euroasiatic (veure figura 2) 3.

En la majoria dels casos la infeccié cursava com una infeccié respiratoria 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 prévia a la infecci6 pel

virus 43.

La nomenclatura d'aquest virus és diferent a la resta de virus gripals degut a la controversia causada
quan es va detectar ja que en aquell moment ja estava circulant un FLUAV H1N1 diferent. LOMS va
estandarditzar la nomenclatura d'aquest virus i el va anomenar FLUAV H1N1 pdm09. Actualment, el

FLUAV HT1N1 pdm09 s'ha convertit en un virus estacional d’humans.
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Diagnostic

El diagnostic de la infeccié per virus gripals es fa mitjangant la detecci6 del virus. Inicialment es realitzava
I'aillament del virus en ous de gallina embrionats. No obstant, és un sistema car i laboriés de mantenir
que ha estat substituit pel cultiu cel-lular. Amb aquest sistema, l'aillament dels virus gripals es produeix
principalment en les linies cel-lulars MDCK i PMK en tubs convencionals o en shell-vial. També s'han

utilitzat co-cultius de diferents linies cel-lulars 44.

Els métodes de deteccid d'antigen, tals com la immunofluorescencia o la immunocromatografia,

s'utilitzen ampliament per la deteccié rapida del virus gripals.

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

tipificar diferents soques de virus gripals #°.
Profilaxis i tractament

La vacunacio és la mesura principal per la prevencié de les complicacions degudes a la infeccié pels
virus gripals i per mitigar 'impacte de les epidémies i pandémies. 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 %7, La vacuna es recomana
sobretot per persones de la tercera edat, dones embarassades, persones amb qualsevol malaltia causant
d'immunosupressié, i a les persones o grups que poden transmetre la grip i per tant suposen un risc,
com son 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 son els aminoadamantans, inhibidors de la proteina M2, en especial
I'amantadina i rimantadina. No obstant, I'elevat nombre de casos de FLUAV que han desenvolupat
resisténcia, en especial el virus FLUAV H1N1 pdm09 i el virus estacional FLUAV H3N2, han fet que es
reduis el seu Us com a tractament i profilaxis. Actualment el grup d'antivirals més utilitzats sén els
inhibidors de la neuraminidasa, com per exemple el zanamivir (Relenza®) inhalable, I'oseltamivir

(Tamiflu®) oral i el peramivir (Rapivab®) administrable per via intravenosa. Aquests son els antivirals
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front els virus gripals d'Us recomanat 6. En fase experimental s'esta utilitzant el favipiravir, que inhibeix

la RNA polimerasa RNA-depenent.

VIRUS GRIPAL B

Generalitats

Els virus gripals B (FLUBV) pertanyen a la familia Orthomyxoviridae, génere Influenzavirus B (veure taula
1). S6n una causa important d'infeccié respiratoria aguda i es caracteritzen per causar epidémies arreu

del mén.

Les infeccions per FLUBV es limiten gairebé exclusivament als éssers humans, tot i que s'han reportat
algunes infeccions esporadiques en animals salvatges, especialment en foques 3%. No es coneix que es

produeixi recombinacié de material genétic entre les diferents soques.
Antecedents historics

Els FLUBV es van aillar per primera vegada al 1940 de mostres pediatriques. Les soques que es van
identificar es van anomenar llinatge Victoria (B/Victoria/2/87). No obstant a partir de la década de 1980,
van apareixer unes noves soques de FLUBV, antigénicament diferents de les conegudes fins aleshores.
Aquest segon llinatge, es va anomenar Yamagata (B/Yamagata/16/88), i durant la década dels 90 van
reemplacar als virus del llinatge Victoria a la majoria de regions del mén, excepte a I'Asia oriental, on el

llinatge Victoria va continuar circulant.

Finalment, a partir de I'any 2002 els virus del llinatge Victoria van ressorgir a América del Nord i Europa,

i des d'aleshores els dos llinatges co-circulen a tot el mdn 37:46,
Estructura virica

Sén virus pleomorfics, els virions son generalment esfeérics, perdo també poden ser filamentosos. Es
tracta de virus embolcallats d’'un diametre aproximat de 80-120 nm. L'emboilcall lipidic prové de la
membrana plasmatica de la cél-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

18



Introduccio

codifica 11 proteines. Les més importants antigenicament parlant son les glicoproteines hemaglutinina

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

L'HA és responsable del reconeixement i unio6 als receptors cel-lulars i intervé en la fusié i penetracid
del virus a dins la cél-lula, mentre que la NA participa en el transport del virus a través de la mucina del

tracte respiratori i té accié sobre I'alliberacié del virus 2728,

El genoma també codifica diferents proteines internes, com la proteina de membrana M1 que rodeja
la nucleocapsida, les proteines de membrana BM2 i NB que formen canals proteics, la nucleoproteina
NP, el complex de polimerases PA, PB1 i PB2, que estan implicades en la transcripcid i replicacié del

RNA viral (veure figura 4).

Finalment, codifica dues proteines no estructurals, la proteina NS1 i la proteina nuclear d'exportacié
(NEP), també anomenada NS2. Ambdues proteines estan codificades al mateix gen, perd el producte
principal, la proteina no estructural NS1, es tradueix a partir d'un RNAm complet, mentre que la NS2 és
traduida d'un RNAm spliced (tall-unio). La NS1 té varies funcions, una d'elles és unir-se al dsRNA viric
per evitar que sigui reconegut pel sistema immune de I'hoste 3'. La NS2 facilita la sortida de les

ribonucleoproteines viriques des del nucli de les cél-lules infectades al citoplasma 32 (veure figura 4).

La infeccid s'inicia pel reconeixement per Hemaglutinina (HA)

part del virus dels receptors de I'acid sialic S s

Neuraminidasa (NA)

de les cellules de I'epiteli traqueobronquial,

Complex polimerasa

el mateix que els virus gripals A, en la - (PA. PB1, PB2)

- . .. ' . ¢ Nul teina (NP)
superficie cel-lular i la uni6 de I'HA. Els virus ucleoproteina (NF)
entren dins la céllula per endocitosi, i un

cop alliberats inicien el cicle de replicacié i

{ | Canal ionic BM2
posterior propagaci6. Finalment, la NA YAV EX T Y Proteina d'exportacio nuclear (NEP)
Canal ionic NB
destrueix les unions sialiques dels receptors
- . . Figura 4
i allibera el virions per afavorir la seva
disseminacio i expansié a altres cel-lules. Estructura dels virions del virus gripal B. Adaptat de

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

Les mutacions en el gen que codifica I'HA

son les responsables dels dos llinatges principals diferents, representats per les soques Victoria i
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Yamagata #’. Els dos llinatges actuals contenen la NA del llinatge Yamagata, suggerint que la taxa de

mutacié de la NA és menor 38,
Epidemiologia

Els FLUBV tenen una distribucié universal i causen epidémies generalment als mesos d'hivern 3. La
freqliéncia de casos de FLUBV és variable segons els anys. Els estudis epidemiologics recents han
demostrat que el FLUBV contribueix a una major carrega mundial d‘infeccions del que es creia

inicialment. En les temporades epidémiques, co-circulen dels dos llinatges arreu del mén 32,

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 4.
Mecanismes i rutes de transmissio

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

transmetre per contacte amb superficies contaminades i autoinoculacié 8.
Clinica i simptomatologia

Els FLUBV sén causants d'infeccid respiratoria. S'han realitzat estudis comparatius entre les
manifestacions cliniques 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 son més propensos a
tenir mialgia, mal de coll o ronquera i que per contra solen tenir menys rinorrea que els infectats per

FLUAV 3738,

Les complicacions de la infeccid per FLUBV poden ser lesions del miocardi, les quals s'observen en
gairebé el 70% dels casos mortals i altres com son la encefalitis, simptomes gastrointestinals, o la

miositis 38.
Diagnostic

El diagnostic dels virus gripals es pot fer mitjangant I'aillament viral en cultius cel-lulars. La linia cel-lular
MDCK és la més idonia per al seu aillament i la seva multiplicacié. Els métodes de deteccié d'antigen,

tals com la immunofluorescéncia o la immunocromatografia, s'utilitzen ampliament per la deteccié
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rapida 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 #°.
Profilaxis i tractament

La vacunacié és el mitja principal per a la prevencié de les complicacions degudes a la infeccié pels
virus gripals i per reduir I'impacte de les epidémies. El FLUBV esta inclos dintre de la vacuna trivalent
que es formula cada any. La tria de la soca que formara part de la vacuna es correspon normalment al
FLUBV que circula principalment. No obstant, actualment esta 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 esta disponible a Europa #°.

Pel que fa al tractament, els FLUBV sén resistents a I'amantadina i la rimantadina, degut a que la proteina
BM2 ofereix una resisténcia estructural a aquests antivirics, impedint-ne la unié al canal ionic 38. Per
contra els inhibidors de la NA: zanamivir, I'oseltamivir (Tamiflu®) i peramivir si son antivirals recomanats
per al tractament o la quimioprofilaxis de la infeccié 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 .

VIRUS GRIPAL C

Generalitats

Els virus gripals C pertanyen a la familia Orthomyxoviridae, génere Influenzavirus C (veure taula 1). El
virus gripals C tenen com a hoste Unic els essers humans i causen infeccio respiratoria, tant en el tracte

superior com en l'inferior °'.
Antecedents historics

El FLUCV es va aillar per primera vegada al 1947, en un estudi realitzat amb mostres de pacients que
presentaven simptomes d'infeccié respiratoria >2. No va ser fins al 1950 quan es va descriure com un
nou virus gripal >3. No obstant, tot i que han passat gairebé 60 anys des de que va ser aillat per primera
vegada, hi ha pocs estudis sobre les caracteristiques cliniques de la infeccid, en comparacié amb la resta

de virus gripals, segurament per les dificultats per aillar-los 4.
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Estructura virica

Es tracta de virus embolcallats, generalment esférics tot i que també poden ser filamentosos. Els virions
tenen una mida aproximada de 80-120 nm de diametre. 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 proteines. L'embolcall prové de la membrana de la cél-lula hoste, del qual li sobresurten

espicules  d'una  glicoproteina, la

hemaglutinina-esterasa de fusié HEF. La

. , . L. © O Matriu (M1)
proteina HEF té tres funcions principals: 7

Hemaglutinina-esterasa
4= de fusio (HEF)
— Complex polimerasa
(PA, PB1, PB2)

"‘Nucleoprote'l'na (NP)

reconeixer el receptor cellular, intervenir

en la fusio viral, i destruir el receptor per

alliberar els virions >° (veure figura 5).

El genoma codifica també diferents
Canal ionic CM2

proteines  internes: la proteina de Proteina d'exportacié nuclear (NEP)

membrana M1, la proteina CM2 que forma

: .. Figura 5
canals proteics, la nucleoproteina NP, el 9

complex de polimerases PA, PB1 i PB2, Estructura dels virions del virus gripal C. Adaptat de
implicades en la transcripcié6 del RNA Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/)
missatger i en la replicacié del RNA viral. Finalment, codifica dues proteines no estructurals, la NS1 i la
proteina nuclear d'exportacié (NEP), també anomenada NS2. Ambdues proteines estan codificades al
mateix gen, pero el producte principal, la proteina no estructural NS1, es tradueix a partir d'un RNAm
complet, mentre que la NS2 és traduida d'un RNAm spliced (tall-unid). La NS1 té varies funcions, una
d'elles és unir-se al dsRNA viric per evitar que sigui reconegut pel sistema immune de I'hoste 3'. La NS2

facilita la sortida de les ribonucleoproteines viriques des del nucli de les cél-lules infectades al

citoplasma 32 (veure figura 5).

La infeccid pel virus comenca amb la unié del virus als receptors de la cellula hoste mitjangant la HEF.
Aquesta glicoproteina reconeix I'acid sialic de les cél-lules epitelials traqueobronquials i s'uneix al
receptor de 'acid 9-O-acetil-N-acetilneuraminic (Neu5,9Ac2), receptor diferent del que utilitzen la resta
de virus gripals *. El virus entra dins la céllula per endocitosis i inicia la replicacié i posterior

disseminacio.
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Epidemiologia

Els estudis epidemiologics que s'han realitzat demostren que el FLUCV té una distribucio 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 etiologica de brots epidemics a les escoles i la comunitat; per tant,
la infeccid per aquest virus és comu a la infancia i el seu paper com causant de malaltia respiratoria no

s'ha de subestimar > >4,
Mecanismes i rutes de transmissio

La principal manera de propagaci6 del virus és la via aéria, especialment per aerosols. També es pot

transmetre per contacte amb superficies contaminades i autoinoculacié.
Clinica i simptomatologia

La infeccid per FLUCV es manifesta com un quadre respiratori de vies altes, sense una elevada
repercussio sistémica i que en general és de caracter lleu >, Els simptomes més comuns inclouen febre,
tos i rinorrea. Poden donar també infecci6 del tracte respiratori inferior causant bronquitis, bronquiolitis

i pneumonia.

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 infeccio sol cursar asimptomatica o com una
malaltia respiratoria lleu. No obstant, hi ha un cas registrat d’encefalopatia aguda causada pel virus de

la grip C>".
Diagnostic

El FLUCV esta infradiagnosticat en comparacié amb la resta de virus gripals. Aquests virus tenen una
taxa de recuperacio baixa en les linies cel-lulars comunament utilitzades per I'aillament dels virus gripals,
especialment les MDCK, degut a que aquestes linies no expressen el receptor Neu5,9Ac2 on s'uneix el

virus 5.
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No s’han desenvolupat métodes de deteccié d'antigen per al diagnostic degut a la manca d'anticossos
monoclonals disponibles. Les técniques moleculars basades en la PCR semblen ser actualment el

sistema més assequible per la deteccié del virus, tot i que hi hagi pocs estudis en aquesta direccié >'.
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 *C.

VIRUS PARAINFLUENCA

Generalitats

Els virus parainfluenca son espécies de la familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae,
classificats en dos géneres, el genere Respirovirus on trobem els virus parainfluenca humans tipus 11i 3
(PIV-1, PIV-3) i el genere Rubulavirus que inclou els virus parainfluenca humans tipus 2 i 4 (PIV-2, PIV-

4) (veure taula 1).

Els 4 virus parainfluenga sén causants d‘infeccié del tracte respiratori inferior en nens petits, i que sovint
tornen a infectar a nens grans i adults produint afectacié del tracte respiratori superior. La majoria de
les caracteristiques estructurals i biologiques son similars entre els 4 virus, pero cada un d'ells s'ha

adaptat per infectar als éssers humans en diferents edats i causar diferents malalties > %8,
Antecedents historics

El virus parainfluenca 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 facilment dels virus gripals, ja que no es
multiplicaven en ous embrionats i no compartien caracteristiques antigéniques amb els virus de la grip.
Posteriorment I'any 1959, es va trobar un quart virus que també reunia aquests criteris de classificacio,

finalment es va crear un nou grup taxondmic anomenat virus parainfluenca. Actualment es classifiquen
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en quatre tipus: parainfluenca tipus 1 (PIV-1), parainfluenca tipus 2 (PIV-2), parainfluenca tipus 3 (PIV-
3) i parainfluenca tipus 4 (PIV-4). El tipus 4 a la vegada es subdivideix en dos subtipus PIV-4a i PIV-4b.

Estructura virica

Es tracta de virus embolcallats, de forma esférica i amb una nucleocapsida de simetria helicoidal levogira
amb una mida aproximada de 150 nm de diametre. El genoma és RNA de cadena simple i polaritat

negativa, d'aproximadament 15 kilobases.

, .. . Proteina de matriu
S'han trobat virions amb polarltat Hemaglutinina-neuraminidasa

o . . (HN)
positiva, perd es creu que no sén
Prateins de Fosfoproteina
infecciosos. L'embolcall procedeix de la  fusié (F) P
membrana plasmatica de la céllula \
s 4% Nucleoproteina
hoste. El genoma codifica diferents et 5 (N)
proteines. La nucleoproteina (N o NP).
Polimerasa (L)
Dues proteines una fosfoproteina (P) i
una polimerasa (L), ambdues amb funcié
replicasa. Aquestes dues proteines .
Figura 6

interactuen amb la proteina de matriu

Estructura dels virions de la subfamilia Paramyxovirinae,
a la qual pertanyen els virus parainfluenca. Adaptat de
Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/)

(M), la qual dirigeix la insercio i
agregaci6 de les nucleocapsides
acabades a la membrana de la cellula
infectada °8. A I'embolcall viric hi ha dos proteines: una proteina amb doble funcié, coneguda com
hemaglutinina-neuraminidasa (HN), responsable de la unié del virus als receptors, i una segona

proteina, de fusio (F), responsable de la penetracié del virus al citoplasma cel-lular (veure figura 6).

Els quatre PIV es diferencien segons la composicié antigenica i les manifestacions cliniques que causen

57,58

Epidemiologia

Els virus parainfluenca sén ubics i presenten una variacio estacional, essent menys freqients durant els

mesos d'estiu. El PIV-1 causa infeccions bianuals sobretot durant la tardor. El PIV-2 també causa
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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 freqlient que el 2, i la major incidéncia
d'ambdds es produeix als 2-3 anys d'edat. D'altra banda, el tipus 3 és endemic tot I'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 I'inic virus parainfluenca capag 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 subclinica. Per contra, hi ha pocs estudis
publicats amb aillament i epidemiologia del PIV-4. Aquests pocs casos semblen afectar de manera
equitativa a nens menors d'l any, nens en edat preescolar i escolar i adults. Els estudis de
seroprevalenca han reportat que del 60 al 84% dels nadons tenen anticossos després del naixement (es
creu que son 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 infancia, fins arribar al 75-

95% en adults %8,
Mecanismes i rutes de transmissio

La transmissié dels virus parainfluenca és per contacte amb superficies contaminades i autoinoculacié

o per via aéria a traves de la inhalacié de secrecions contaminades .
Clinica i simptomatologia

Els PIV-1i PIV-2 solen causar infeccions que afecten la laringe i la traquea. 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 cliniques, pero causa una
malaltia menys greu. El PIV-3 esta més associat a infeccions del tracte respiratori inferior com soén la
bronquitis, bronquiolitis i broncopneumonia, i només és superat pel RSV com a causa d'infeccié 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 freqiiéncia ja que s'associen amb malaltia respiratoria lleu en el tracte respiratori

superior de nens i adults.

El temps d'incubacié és de 2-6 dies i es pot seguir excretant el virus durant 7-11 dies. La clinica comenga
amb rinitis i faringitis durant uns dies, i també es pot patir afonia i estridor respiratoria. 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 o0 48 hores, tot i que si hi ha afectacié de bronquitis o pneumonia, la febre i la
tos duren més temps. Les reinfeccions pel mateix serotip o per un altra parainfluenca sén freqiients,
pero la simptomatologia sol ser més lleu. No obstant, en pacients immunodeprimits les infeccions

poden donar lloc a infeccions greus i perllongades *°.
Diagnostic

En la majoria d'estudis que s'utilitza I'aillament en cultiu cel-lular a partir de mostres cliniques, es fa
servir la linia cellular LLC-MK2, ja que s'ha demostrat com una de les linies més sensibles per a la
deteccid. Les técniques d'immunofluorescéncia també s'han adaptat per a la deteccié d'antigens dels
virus parainfluenca, pero els resultats sén variables i els rangs de sensibilitat varien segons el virus. Els
millors resultats s’han donat sempre amb el PIV-3 %8, D'altra banda, els métodes moleculars també han
demostrat ser una eina valida per a la deteccié d'infeccions causades per virus parainfluenca 6% 97, en

especial pel virus parainfluenca 4, ja que el seu aillament en cultiu cel-lular és generalment ineficient 2.
Profilaxis i tractament

Els anticossos materns ofereixen proteccié contra els PIV-1 i PIV-2 en nens menors de 4 mesos, pero
no pel PIV-3. A partir dels 4 mesos la incidéncia d'infeccions greus augmenta i és maxima dels 3 als 5
anys, mentre que, finalment disminueix amb el inici de I'edat escolar, i és gairebé inexistent durant la

vida adulta.

Tot i que s’han estudiat possibles vacunes, els resultats d'immunitzacié han estat menors que els
observats amb una infeccié natural. Actualment el desenvolupament d’una vacuna viable esta enfocat
a la utilitzacié de soques vives atenuades o a la utilitzacié de parts de les proteines viriques (sobretot la

HN i la F), tot i que encara no han estat provades en humans °8.

Actualment no hi ha medicaments antivirals disponibles front una infeccié per virus parainfluenca.
Diversos estudis in vitro avalen la utilitzacié d'alguns antivirals, tot i que encara no s’ha demostrat la
seva eficacia clinica. L'amantadina, tindria certa activitat virustatica a concentracions molt altes. De la
mateixa manera, la ribavirina, tindria efecte tant in vitro com in vivo contra els virus parainfluenca °8.
També s'estudien altres compostos i farmacs, com son el zanamivir (inhibidors de la neuraminidasa), la

puromicina (inhibidors de la sintesi de proteines), derivats del benzotiazol (inhibidors de la sintesi d'acid
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nucleic), entre d'altres, tot i que encara cap d'aquests compostos ha demostrat tenir aplicacions
cliniques. Aixi mateix, s'han realitzat estudis amb l'interferd (alfa i gamma) que demostren un efecte

immunoestimulador que podria protegir contra les infeccions per paramixovirus 8.

VIRUS RESPIRATORI SINCICIAL

Generalitats

El virus respiratori sincicial (RSV) és I'agent etiologic més important d'infecci6 de les vies respiratories
baixes en infants i nens petits. Pertany al génere Pneumovirus de la familia Paramyxoviridae i subfamilia
Pneumovirinae (veure taula 1). Es la principal causa de la bronquiolitis i pneumonia en lactants i nens

petits.
Antecedents historics

El virus respiratori sincicial va ser aillat per primera vegada d'un ximpanzé amb una malaltia semblant
al refredat comu al 1956. Poc després, el virus es va recuperar de mostres de nens petits amb malaltia
greu del tracte respiratori inferior. Des de I'inici de la seva deteccié en nens petits ara ja fa més de 30
anys, el RSV s'ha convertit en el principal virus causant de infeccié 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
epidemiologics que fan que infecti arreu del mén. Actualment s'estudia el desenvolupament d'una

vacuna segura i eficag per tal de poder reduir la morbiditat i mortalitat .
Estructura virica

Sén virus embolcallats i pleomorfics, tot i que solen tenir una forma esférica irregular. Tenen una
nucleocapsida de simetria helicoidal levogira amb una mida aproximada de 100-350 nm de diametre
amb uns filaments llargs d'uns 60-200 nm de diametre i de fins a 10 ym de llargada. El genoma esta
format per RNA de cadena simple, no segmentat, de polaritat negativa i longitud aproximada de 15
kilobases. Conté 10 gens separats, que codifiquen 11 proteines, 9 proteines estructurals i 2 no
estructurals. L'embolcall lipidic prové de la membrana plasmatica de la céllula hoste, i conté tres

glicoproteines de superficie: una glicoproteina gran (G), una proteina de fusié (F), i una proteina
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hidrofoba (SH). A la cara interna de I'embolcall es troba una proteina no glicosilada de matriu (M). Aixi
mateix, la nucleocapsida té quatre proteines, una nucleoproteina (N), una fosfoproteina (P), dos factors
de regulacio de la transcripcié (M2-1 i M2-2), i una polimerasa (L). Finalment, el viri6 té dos proteines
no estructurals (NS1 i NS2) les quals actuen interferint en la resposta primaria de l'interfero-o/B %

(veure figura 7).

Proteina de matriu (M)

Glicoproteina (G)

La infeccié s'inicia per la unié de la proteina

G a la superficie de la céllula hoste. Donat  ®

que els virions no tenen cap proteina amb
Proteina SH

funcié hemaglutinina ni neuraminidasa, tota

la uni6é recauria sobre aquesta proteina i

posteriorment la fusié es donaria a través

de la proteina F.

El RSV es classifica en subgrups, A i B, Figura 7

segons les diferéncies antigeniques de les Estructura  dels virions de la  subfamilia
Pneumovirinae, a la qual pertanyen el virus respiratori
sincicial i el metapneumovirus. Adaptat de Viralzone.
(http://viralzone.expasy.org/)

proteines, especialment en la proteina G.
Epidemiologia

Una de les caracteristiques més remarcables de I'epidemiologia del RSV és que presenta un patrd
d'infeccié i unes manifestacions cliniques molt regulars. Tenen una distribucié universal, i causen
infeccions cada any als grans centres urbans d'arreu del moén. En les zones temperades, les infeccions
es donen principalment al final de la tardor i I'hivern, o inclos principis de primavera, perd mai durant

I'estiu, mentre que a les zones tropicals, les infeccions es produeixen durant I'estacié de pluges .
Mecanismes i rutes de transmissio

Diversos estudis han demostrat que el principal métode de propagacié és a través de gotes grans o per
mitja de la contaminacié per material infectat. La infeccié per contacte directe requereix o bé d'un
contacte molt proper amb nens infectats o bé d’'una contaminacié de les mans amb superficies on es
trobin les secrecions respiratories infectades, i el posterior traspas entre els dits a la mucosa nasal o

conjuntival 3.
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Clinica i simptomatologia

La infeccié del RSV s'associa amb una gran varietat de manifestacions cliniques que van des de
simptomes lleus semblants al refredat comu fins a malalties greus del tracte respiratori inferior, com
bronquiolitis o pneumonia. El virus infecta i es multiplica a les cél-lules ciliades del tracte respiratori i a
les cel-lules de I'epiteli alveolar. El temps d'incubaci6 és de 3-6 dies. Els primers simptomes son els de
infeccio 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'afectacié de les vies respiratories baixes ocorre
durant la primera setmana de la malaltia. Es manifesta clinicament amb panteixos, i es pot donar
cianosis en casos greus amb apnea. Entre el 25% i el 40% dels nens infectats presenten els simptomes
de bronquiolitis o pneumonia durant la infeccié primaria. Aproximadament el 20% dels nens amb

bronquiolitis desenvolupen una otitis mitjana ©°.

En joves i adults la infecci6 es presenta com un refredat com, tot i que els pacients de la tercera edat

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

67

Diagnostic

El diagnostic especific de la infeccié per RSV es realitza mitjancant I'aillament del virus en cultiu o la
deteccié d'antigens virals. Les linies cel-lulars que resulten més idonies per I'aillament del RSV en cultiu
cel-lular sén les HEP-2, I'A-549 o les Hela, no obstant és un virus extremadament labil, lo qual afecta al
seu aillament 4. La deteccié d'antigen per immunofluorescéncia és el métode amb la sensibilitat més
elevada. Aixi mateix, els métodes 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 8.

Els metodes moleculars també ofereixen una elevada sensibilitat per al diagnostic, i actualment estan

disponibles diferents panells de virus respiratoris per PCR multiplex que inclouen el RSV %
Profilaxis i tractament

No existeix una vacuna efica¢ contra la infeccié per RSV. Els anticossos materns no protegeixen de la
infeccid i tampoc la propia infeccié protegeix de possibles reinfeccions, pero si disminueix la gravetat

dels simptomes.
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Existeixen dos antivirals aprovats per I'Administracié d'Aliments i Medicaments dels Estats Units (FDA,
per les seves sigles en anglés: Food and Drug Administration) com a tractament i prevencié del RSV, la
ribavirina, un analeg de la guanosina, i el palivizumab, un anticos monoclonal. La ribavirina esta
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 rutinaria en nens amb bronquiolitis perqué els estudis no
demostren una reduccié de la mortalitat i té un cost elevat 7. El palivizumab esta aprovat com a

preventiu de la infeccié per RSV en nens hospitalitzats i persones d'alt risc.

Actualment s'estan desenvolupant altres antivirals contra la infecci6 del RSV: El RSV-604, una
benzodiazepina oral que inhibeix la proteina N del RSV; el TMC353121, un inhibidor de la fusié; el MDT-
637, també conegut com VP-14637, un altre inhibidor de la fusié; i 'ALN-RSVO1, un RNA d'interferéncia
sintetic, que actuaria evitant I'expressid génica del virus. Tots aquests compostos estan en fase de
desenvolupament i proves. Aixi mateix, també s’ha desenvolupat com a preventiu el motavizumab, un

anticos monoclonal de nova generacié més potent que el palivizumab 7.

METAPNEUMOVIRUS

Generalitats

Els metapneumovirus (hMPV) pertanyen a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae i es
classifiquen dins del génere Metapneumovirus (veure taula 1). Sén virus causants d'infeccid respiratoria

del tracte superior i inferior amb diferent graus d'afectacid, sobretot en nens ©°.
Antecedents historics

Es va descriure per primera vegada a Holanda a I'any 2001, a partir de mostres respiratories recollides
durant un periode de 20 anys i observades per microscopi electronic. Actualment s’ha identificat en tot
el mén com un causant d'infeccid respiratoria, sent el responsable d'aproximadament del 2 al 12% de

les infeccions del tracte respiratori inferior en nens menors de 5 anys 7°.
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Estructura virica

Sén virus embolcallats, de forma esférica i amb una nucleocapsida de simetria helicoidal levogira amb
una mida aproximada de 150 nm. El genoma, una Unica molécula de RNA monocatenari, de polaritat
negativa i longitud aproximada de 13 kilobases, inclou 8 gens que codifiquen 9 proteines diferents.
L'embolcall lipidic procedeix de la membrana cel-lular de la cél-lula hoste, el qual esta cobert en el seu
interior per la proteina de la matriu M, i conté tres glicoproteines de superficie: les espicules de
glicoproteines: de la proteina G d'adhesio, la proteina F de fusié i la proteina SH amb caracteristiques
hidrofobes. EI RNA viral esta associat a la nucleoproteina N, la fosfoproteina P i la polimerasa L, i
probablement també estaria associat als factors M2-1 i M2-2, els quals formarien la simetria helicoidal

de la nucleocapsida (veure figura 7) 7°.

La infeccié s'inicia per la uni6 de les proteines de superficie als receptors cel-lulars i mitjancant la fusio

de la membrana del virus amb les membranes cel-lulars 7".

Entre els hMPV humans es reconeixen dos genotips, els A i B. Tots dos genotips poden co-circular
simultaniament, perd durant una epidémia, generalment domina un sol genotip. Cada un d'aquests
genotips es divideix en dos subgrups, els A1, A2, B1iB2. Aquesta classificacid es basa principalment en
la variabilitat de la seqUiéncia de la proteina d'unio (G) i de la proteina de fusio (F) presents a la superficie
del virus. No obstant, no s'ha demostrat cap rellevancia clinica entre la malaltia causada pels diferents

subgrups .
Epidemiologia

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

principal a finals d’hivern i primavera 7°.

La majoria dels nens han estat exposats al hMPV als 5 anys, edat en la que es troba una seroprevalenca
del 100% %°. No obstant, la resposta immune no proporciona una immunitat completa contra la infeccié
i es poden donar reinfeccions. En adults immunocompetents la proporcié 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% ©°.
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Mecanismes i rutes de transmissio

El hMPV presenta un tropisme preferent per les cel-lules epitelials ciliades del tracte respiratori huma.
Es creu que el hMPV es transmet per via respiratoria o per contacte amb superficies contaminades i

autoinoculacio, especialment a través de la saliva, gotes o aerosols de particules grans .
Clinica i simptomatologia

S'estima que el periode d'incubacié de la malaltia causada per hMPV és entre 4 i 6 dies i que el virus es
segueix excretant durant un periode de 5 dies a 2 setmanes 7°. En casos d'infeccié nosocomial, s'ha
estimat un periode d'incubaci6 entre 4 i 9 dies . 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 pneumonia. Els primers simptomes sén els de infeccié 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 pneumonia.
L'afectacié de les vies respiratories baixes ocorre durant la primera setmana de la malaltia. Es manifesta
clinicament amb panteixos, sibilacions, dificultat per respirar, ronquera, tos en els nens, i en els adults

agreujament de I'asma i cianosis amb apnea.

En joves i adults préviament sans, la infeccié pot ser asimptomatica o manifestar-se com un refredat

comu, amb simptomes lleus, incloent tos, mocs o congesti6 nasal, mal de coll i febre °.
Diagnostic

El diagnostic especific de la infeccié per hMPV es pot realitzar mitjangant I'aillament del virus en cultiu.
Les linies més idonies pel seu aillament son les LLC-MK2 i les Vero. No obstant, la multiplicacié en cultiu

és lenta, ja que I'efecte citopatic sol apareixer a les dues setmanes de la inoculacié.

Existeixen també técniques de diagnostic rapid per deteccié d'antigen, en especial la
immunofluorescencia. Aixi mateix, també es pot detectar per metodes moleculars, ja que actualment
existeixen molts equips de panells de virus respiratoris per PCR multiplex disponibles comercialment

que detecten hMPV 7°,
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Profilaxis i tractament

Actualment no existeix una vacuna especifica contra les infeccions per hMPV. S'han realitzat diversos
estudis per desenvolupar vacunes basades en virus inactivats, virus vius atenuats, proteines
recombinants o proteines del DNA viric; pero el principal inconvenient és la dificultat d'induir una

resposta immune forta i de llarga durada °.

Com a tractament, no existeix una sola solucié terapeutica, no obstant, en diversos estudis s'ha
determinat que la majoria de les molécules antivirals eficaces contra el RSV, també servirien en casos
d'infeccié per hMPV. La ribavirina i les immunoglobulines, sobretot el palivizumab, serien els

tractaments més acceptats 7°.

RINOVIRUS

Generalitats

Els rinovirus (RV) pertanyen a la familia Picornaviridae, génere Enterovirus (veure taula 1). El seu nom
prové de que principalment les infeccions que causa estan localitzades a |'epiteli nasal. Estan considerats
com un dels agents etiologics més importants causants d‘infeccié de les vies respiratories superiors en

nens i adults.
Antecedents historics

Els rinovirus van ser descoberts en la decada de 1950. Els estudis epidemiologics realitzats van
demostrar que eren els responsables d'una gran quantitat de les malalties respiratories agudes,
sobretot en I'entorn familiar i escolar. Tot i que han passat gairebé 60 anys, encara s'esta estudiant una

possible "cura" per a aquest virus del refredat comu 7> 73,

Inicialment, els RV estaven classificats sota el génere Rhinovirus, i es van identificar fins a 100 serotips
diferents de RV. Posteriorment i mitjangant la seqiienciacié de les diferents parts del virus, es van dividir
dues especies: els RV-A (amb 74 serotips) i les RV-B (amb 25 serotips), en base a criteris de seqliéncies
filogenetiques. L'any 2008, es van retirar com a un genere de la familia Picornaviridae i es van

reclassificar dins del genere Enterovirus 7. L'any 2006, gracies al desenvolupament de les técniques
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moleculars, es va identificar una nova especie, el RV-C, perd no va ser fins al 2009 que va ser acceptada
pel Comité Internacional de Taxonomia de Virus 3. Les diferents espécies que inclou actualment el

génere Enterovirus es mostren a la taula 3.

Taula 3

Classificacio i nomenclatura actual de les principals especies del genere Enterovirus que afecten a
I'esser huma.

Génere Espeécie (sero)tips que inclou I'espécie

coxsackievirus A2 (CV-A2), CV-A3 ~ CV-A8, CV-A10, CV-A12, CV-A14, CV-
enterovirus A A16, enterovirus A71 (EV-A71), EV-A76, EV-A89 ~ EV-A92, EV-A114, EV-A119
~ EV-A121.

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

poliovirus (PV) 1, PV-2, PV-3, coxsackievirus A1 (CV-A1), CV-A11, CV-A13, CV-
enterovirus C 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 (RV) A1, A2, A7 ~ A13, A15, A16, A18 ~ A25, A28 ~ A34, A36, A38 ~
rinovirus A A41, A43, A45 ~ A47, A49 ~ A51, A53 ~ A68, A71, A73 ~ A78, A80 ~ A82,
A85, A88 ~ A90, A94, A96, A100 ~ A109.

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/).

enterovirus B

Enterovirus

rinovirus B

Estructura virica

Sén virus petits, de forma esferica i simetria icosaédrica, amb un diametre d'uns 30 nm. El genoma és
RNA monocatenari, d'aproximadament 7,2-8,5 kilobases, amb polaritat positiva i una capsida proteica,
sense embolcall. Hi ha una copia de RNA per cada particula viral. La part central del genoma codifica
les diferents proteines virals, mentre que els extrems del genoma sén sequeéncies no codificants amb

funcié d'ajuda en la replicacié i traduccid.

La capsida esta formada per 60 capsomers, cada un format per 3 proteines comuns a tots el
picornavirus, unides a una quarta proteina comdu, les proteines viriques VP1-4, on la VP1 és la més
immunogena. Les VP1, 2 i 3 sén externes, i formen la diversitat antigénica del virus, mentre que la VP4

és interna i ancora el nucli de RNA a la capsida. Les proteines externes serveixen per la uni6 a les
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cél-lules, en especial al VP1. Existeix també una Unica copia per cada particula viral d'una proteina

coneguda com la VPg que és necessaria per la sintesis del RNA (veure figura 8).

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

diferéncies en I'especificitat del receptor i la seqliencia de nucleotids de les quatre VP 7273,
Epidemiologia

Els RV causen malaltia respiratoria a tot

el mén i durant tot I'any. Les infeccions

per RV sén endémiques, pero es donen

amb més freqiiéncia durant la tardor i la SimeniaT = pseudo’ 3

primavera en climes temperats. Amb la

. e, Figura 8
nova identificaci6 del RV-C, es va

estudiar la seva epidemiologia en Estructura dels virions del génere Enterovirus, al qual
pertanyen els rinovirus i els enterovirus. Adaptat de

diferents regions geografiques, i també . .
Viralzone (http://viralzone.expasy.org/).

va mostrar una distribucié universal i que

La simetria és T=pseudo 3. La capsida icosaedrica es
infectaven durant tot I'any, totique amb  compon de 12 capsdmers pentamérics i 20 capsomers
una incidéncia maxima durant la tardor i hexamerics, amb un total de 180 proteines a la capsida.
Aquestes capsides no tenen la simetria T=3, a causa de
que la unitat basica es compon de tres proteines
diferents, per tant, I'estructura és un pseudo T=3

I'hivern 73. 75,76,

Els RV causen aproximadament entre la

meitat i dos tercos dels refredats comuns. La freqliéncia d'infeccidé és major en nens i disminueix amb
I'edat. Els nens en edat escolar es consideren el principal focus d'infeccid, tant per altres nens com per
als adults. Aixi mateix, en nens s'ha relacionat als RV com una causa molt frequent d'infeccié
asimptomatica. En nens menors de 4 anys d'edat, la infeccidé asimptomatica es donaria en un 12-32%

dels casos 73.

Mecanismes i rutes de transmissio

El virus es transmet principalment per via aeria a traves d'aerosols o per contacte amb superficies

contaminades i autoinoculacio.
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Donat que sén virus sense embolcall, sén molt estables i resisteixen a la inactivacié per dissolvents
organics. Tot i aixi, els RV son més sensibles als pH acids 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 7% 73,
Clinica i simptomatologia

El temps d'incubaci6 és de 2-3 dies, i el periode de durada dels simptomes és de 7 a 14 dies, temps
durant el qual es continua excretant el virus. Els simptomes més freqlients son rinorrea, congestio 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 comu, els RV també son causa de diferents tipus d'infeccions respiratories. En les
infeccions del tracte respiratori superior, sdbn també causa comu de sinusitis i d'otitis mitjana aguda,
especialment en nens. En el cas de les infeccions de les vies respiratories inferiors, els RV son la segona
causa més frequient de bronquiolitis en nens hospitalitzats, i també estan associats amb la pneumonia

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

El metode de diagnostic de referéncia és I'aillament en cultiu cel-lular. Ara bé, aquest métode no detecta
tots els RV coneguts. Per altra banda, la deteccié d'antigen no és un métode practic per al diagnostic,

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

Molts RV i especialment els RV-C no es multipliquen en les diferents linies cel-lulars i els que sdn capagos
de multiplicar-se necessiten a més un medi que es mantingui a un pH neutre, ja que sén sensibles als
acids. No obstant, la recuperacié de les soques resulta important per a I'estudi de les caracteristiques

del virus i la patogenesi de la malaltia 73.

Actualment, els metodes moleculars son les proves més capaces de detectar els diferents RV existents

i han permes la deteccié dels RV-C 7475,
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Profilaxis i tractament

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

Durant els ultims anys s’han desenvolupat diversos antivirics per al tractament i profilaxis de les
infeccions causades per RV. Les investigacions es centren sobretot en l'interferé alfa, en inhibidors de
la unio i la penetracié virica i en inhibidors de la proteasa viral. Respecte a l'interfer¢ alfa, s'ha utilitzat

com a prevencio 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
céllula hoste, com a inhibidors de la unié i entrada del virus, i posteriorment es va desenvolupar el
pleconaril, el qual impedeix la fusi6 de la nucleocapsida amb la cél-lula hoste. Per ultim, s'han
desenvolupat farmacs com el rupintrivir, un inhibidor de la proteasa essencial per a la replicacié del
virus 7. Malgrat tot, els efectes secundaris o la baixa efectivitat fan que aquests antivirics encara no

estiguin aprovats per la FDA.

ENTEROVIRUS

Generalitats

El enterovirus (EV) formen part de la familia Picornaviridae, genere Enterovirus (veure taula 1) i son
alguns dels virus més comuns que infecten als éssers humans i als animals a tot el mén. Tot i que la
majoria de les infeccions per EV humans solen ser asimptomatiques, estan associats a diversos
sindromes clinics que van des de malalties febrils lleus, a malalties greus i potencialment mortals, com

la meningitis, encefalitis, miopericarditis, paralisi flaccida aguda i malaltia similar a la sepsia neonatal 77.
Antecedents historics

Els enterovirus humans es van descobrir arran de les investigacions efectuades per coneixer I'etiologia
de la poliomielitis. Els primers EV humans que es van aillar de mostres de femtes, van ser per una banda
els virus anomenats coxsackie al 1948 i al 1955 els echovirus. El criteri de classificacio inicial es feia en
base a les seves caracteristiques antigeniques i les caracteristiques de cultiu, perd amb el descobriment

de nous tipus d'EV humans cada vegada era més dificil basar la classificacié 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 tecniques moleculars, des de 1974 els nous EV s'anomenen numericament i es classifiquen segons
la seva sequiiencia genomica 7. Les diferents espécies que inclou actualment el génere Enterovirus es

mostren a la taula 3.
Estructura virica

Els EV son virus petits sense embolcall, de forma esférica i simetria icosaédrica amb una mida
aproximada de 30 nm. Estan formats Unicament 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 particula viral. La
part central del genoma codifica les proteines virals VP1, VP2, VP3 i VP4, mentre que els extrems del
genoma soén sequencies no codificants amb funcié d'ajuda en la replicacié i traduccié. Les VP1, 2i 3
son externes, i serveixen per la unio a les cél-lules, mentre que la VP4 és interna i ancora el nucli de RNA
a la capsida. La capsida esta formada per 60 capsomers, cada un format per les 3 proteines externes
(VP1, 2 3), units a la VP4 interna. Existeix també una Unica copia per cada particula viral d'una proteina

coneguda com la VPg que és necessaria per la sintesis del RNA (veure figura 8) 7.

Actualment estan definides quatre espécies d'EV que afecten a I'home, EV A, B, Ci D (veure taula 3). Els
(sero)tips tenen diferents patrons temporals de circulacié i poden estar associats amb diferents

malalties 7.
Epidemiologia

Els EV tenen una distribucioé universal. En zones amb climes temperats s'observen més infeccions durant
I'estiu i la tardor, en canvi en zones tropicals i subtropicals les infeccions ocorren al llarg de tot I'any 2

79, S'ha estimat que els EV infecten gairebé mil milions de persones arreu del mén cada any #>.

Els nens s'infecten amb més freqliencia que els adults, especialment els nens menors de 10 anys. Sembla
ser que |'edat té una forta associacié amb clinica associada: les infeccions per EV del sistema nervios
central (SNC) es donen amb més freqlieéncia 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 sepsia neonatal)

en nounats i lactants, i les manifestacions musculars i la febre en nens menors de 5 anys d'edat 7°.
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Mecanismes i rutes de transmissio

En general, els EV son estables a temperatura ambient i només s'inactiven a 50-55°C. Conserven la
capacitat d'infeccid a pH entre 3-9 i sén molt resistents a tractaments amb enzims proteolitics i

dissolvents lipidics.

Els EV humans, tenen I'home com a reservori exclusiu. La transmissio principal es la via fecal-oral, pero
també es poden transmetre per via respiratoria a traves d'aerosols, especialment durant la fase aguda
de la infecci, aixi com per la via materno-fetal 2. D'altra banda, donat que els EV poden sobreviure en
les superficies, es creu que el contacte amb superficies contaminades i posterior autoinoculacio, també

podria ser una via de transmissio.
Clinica i simptomatologia

La majoria de les infeccions causades per EV cursen com asimptomatiques. Presenten tropisme per les
cél-lules del tracte gastrointestinal, on causen la infeccié primaria, que posteriorment es pot arribar a
disseminar. Els nens infectats sovint presenten simptomes d'infeccidé respiratoria, coneguda com
“refredat d'estiu” 4°. Son la causa més comu del sindrome febril inespecific, que es caracteritza per una
febre alta sense focus, amb una duracié mitja d'uns tres dies, i que pot estar acompanyada de vomits,
diarrea i exantema. En la infeccié respiratoria, el temps d'incubacié és de 4-7 dies i la clinica
caracteristica és la tos. Alguns serotips poden arribar a causar bronquitis aguda, bronquiolitis i

pneumonia 78,
Diagnostic

Els EV es poden detectar mitjancant el cultiu cellular convencional o el shell-vial. Encara que es
multipliquen bé en gran una varietat de linies cel-lulars, no hi ha linia una cel-lular que pugui detectar
tots els (sero)tips a la vegada, és per aixd que es requereix normalment una combinacié de 3 a 4 linies
cel-lulars diferents per intentar detectar tots els serotips possibles. Segons la linia cel-lular on s'ailla el
virus, és necessaria la diferenciacié entre EV i els RV. Els métodes moleculars ofereixen la possibilitat de
detectar els diferents EV existents. Actualment hi ha proves moleculars comercials disponibles per al

diagnostic, especialment dirigides al génere Enterovirus, i no totes diferencien entre els RV i els EV 2.
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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 transmissié 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 especific 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'afectacié neurologica 78. També s'ha administrat com a profilaxis per reduir el risc de paralisi en
pacients amb infeccions greus per EV. En desenvolupament esta també I'is d'interfer6 beta també pel
tractament de pacients amb miocarditis viral causada per una infeccié d'EV. Aixi mateix, una combinacié

d'ambdods farmacs s'ha utilitzat per tractar a pacients amb fibromialgia i infecci6 per EV.

ADENOVIRUS

Generalitats

Els adenovirus (AdV) pertanyen a la familia Adenoviridae i al génere Mastadenovirus (veure taula 1). S6n
virus que infecten a mamifers, dels quals 63 serotips diferents infecten habitualment a I'home. Els
adenovirus humans es divideixen en 7 espécies o subgrups: A fins G que comprenen els 63 serotips. En
humans, sén causants de malalties com infeccions respiratories, gastroenteritis, conjuntivitis i cistitis, i
malaltia febril en els nens petits. Tenen especificitat d’hoste i només infecten una sola especie d’animal

vertebrat durant tot el seu cicle vital.
Antecedents historics

Es van aillar adenovirus humans per primera vegada en 1953 a partir de les amigdales, d'on deriva el
nom, i de les secrecions respiratories dels nens i soldats, tot i que no va ser fins al 1976 que es va definir
la familia Adenoviridae. Inicialment es va dividir en dos géneres, els Mastadenovirus (que infecten
mamifers, inclosos els éssers humans) i els Aviadenovirus (que infectaven aus), i més tard, es van crear
dos nous géneres, els Atadenovirus (que infecten réptils i bestiar) i els Siadenovirus (que infecten

granotes i galls d'indis). La classificacio inicial dels adenovirus es basava en la seva capacitat de ser
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neutralitzats per un antiserum animal especific. La classificacié actual esta basada en la serologia i la

sequenciacié genomica 8287,

Estructura virica

Els AdV sdn virus sense embolcall, amb una nucleocapsida de simetria icosaedrica (20 cares triangulars
amb 12 vertexs i 30 arestes) d'aproximadament 70-100 nm de diametre, que contenen una sola
molécula de DNA bicatenari no segmentat de 30-38 kilobases. El genoma codifica 40 proteines.
Respecte a la nucleocapsida, cada cara triangular conté unes unitats proteiques anomenades hexons
(per la seva forma d’hexamer) que cobreixen la superficie de la cara pel centre i els costats (12 hexons
per cara, 240 per particula virica), mentre que al vértex de la cara les proteines tenen forma pentagonal
i s'anomenen pentons. Dels vértexs, i per tant dels pentons, sobresurten unes projeccions (fibres) que
varien de mida segons el serotips de virus 8'. El genoma codifica també la proteina terminal (TP) que
serveix com a iniciador de la replicacid, les proteines basiques X, V i VIl semblants a les histones que

estabilitzen el DNA viric i una proteasa viral que ajuda a la maduracio dels virions (veure figura 9).

Fibra Tant la base dels pentons

Hexo peripentonal | com les fibres serveixen al
Hexo . .,
virus per a la unié amb la

.X cellula hoste, iniciant el

oV

ovi procés d'infeccié. Els AdV
Proteasa

de diferents especies i

‘ v grups utilitzen diferents
Proteina terminal (TP) Simetria T = 25 tipus de receptors
celllulars per entrar a

Figura 9 S .
I'interior de la cel-lula. En

Estructura dels virions del génere Mastadenovirus, corresponent a  especial, s'ha estudiat la
I'estructura basica dels adenovirus. Adaptat de Viralzone.

(http://viralzone.expasy.org)). unié als receptors CAR i a

La simetria és T=25. La capsida icosaédrica es compon de 12  les glicoproteines CD46,

capsomers pentamerics i 240 capsomers hexamerics, amb un total de CD80 i CD86, per part dels

1.500 proteines a la capsida. AdV dels grups C, B i D ®1,
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Un cop a l'interior, s'allibera la capsida viral al citoplasma i es transporta cap al nucli on s'iniciara la

multiplicacié viral. Els virions s'assemblen dins del nucli i finalment sén alliberats per lisi cel-lular.

Epidemiologia

Els AdV tenen una distribucié geografica universal. Es tracta d'uns virus molt ubics, que s'han recuperat
de totes les zones del mén on s'han buscat. Les infeccions per AdV sén endéemiques, tot i que poden
manifestar-se com brots epidemics. Les infeccions respiratories es donen amb més freqiiéncia a finals
de I'hivern, a la primavera i a principis de I'estiu en les zones amb climes temperats, tot i que causen
infeccié durant tot I'any &. La majoria dels nens han estat exposats a diversos tipus d’AdV quan
comencen l'escola i practicament el 100% de les persones adultes han estat en contacte amb algun

tipus d'AdV 8.
Mecanismes i rutes de transmissio

Els AdV son estables front agents fisics i quimics i condicions de pH adverses, el que els confereix una
llarga supervivéncia fora de les cél-lules hoste i gran potencial de propagacié. També sén capacos de
sobreviure a la congelaci6 amb una minima pérdua d'infectivitat. Aquestes caracteristiques fa que
tinguin una facil transmissid, especialment a les guarderies, col-legis, hospitals, campaments i centres

militars 8081,

Els AdV causants de gastroenteritis es transmeten via fecal-oral; els causants d'infeccio respiratoria es
transmeten principalment per aerosols o contacte amb superficies contaminades i autoinoculacié; i en
el cas de la conjuntivitis, les principals vies de transmissi6 son I'aigua contaminada, sobretot en piscines,
i a través de material oftalmologic contaminat. Els casos de transmissions neonatals, es donen per la
infeccio del nad6 al passar pel canal vaginal en el moment del part. També s'han descrit infeccions en

trasplantaments de fetge o ronyé 8.
Clinica 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

Classificacio dels adenovirus d'acord amb el perfil epidemiologic i clinic.

Serotip Perfil epidemiologic i clinic
12,18, 31 Infeccio intestinal asimptomatica en nens
A
61 Gastroenteritis aguda
Epidémies en nens i adults joves. Faringitis i pneumonia de
3,7,16,50 .
vegades greus (3i7)
B 14, 21,55 Epidemies d'infeccié respiratoria
11,34, 35 Cistitis hemorragica i infeccio renal asimptomatica
Infeccié endémica en els nens petits.
@ 1,2,5 6,57 Adenofaringitis - adenitis mesenteérica - infeccié latent del
teixit limfoide
8,9,19,6 37,53, 54,56 Queratoconjuntivitis epidemica
10,13,15,17, 20, 22-30, 32, 33, Infeccié asimptomatica
b 36, 38, 39, 42-49, 51, 63 P
58 Infeccio respiratoria en pacients amb VIH
59 Infeccié intestinal en pacients amb VIH
E 4 Brots esporadics d'infeccio respiratoria
F 40, 41 Brots de gastroenteritis en nens
G 52 Gastroenteritis aguda

Adaptada de

Feghoul, &'

Els AdV causen infeccions variades, es donen sobretot a les vies respiratories, als ulls, al tracte

gastrointestinal i amb menys frequéncia al tracte urinari i al fetge. Ens alguns casos també s’han descrit

infeccions al pancrees, el miocardi i al sistema nervids central. En pacients immunocompetents, la

majoria de les infeccions per AdV sén subcliniques. La malaltia causada es defineix segons el tropisme

que presenten les diferents especies.

Els AdV del grup B (serotips 3,7, 14, 16, 21, 50 i 55), Ci E son els principals responsables de les infeccions

respiratories. 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 ronyé i tracte urinari. Encara que la majoria de les infeccions per AdV sén benignes, poden

océrrer infeccions fatals, especialment en pacients immunodeprimits (veure taula 4).
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En el cas de la infeccié respiratoria, el temps d'incubacié dura generalment entre 5 i 10 dies. Els pacients
sén contagiosos durant tota la fase simptomatica, perd poden seguir eliminant virus temps després de
la infecci. Els simptomes més comuns sén febre, congestio nasal, mal de gola i tos. Tot i que un 50%
d'aquestes infeccions cursen de manera asimptomatica, en nens, alguns casos es poden presentar

complicacions amb quadres de tos no productiva que recordarien a la tos ferina.

Aquests virus prenen especial importancia en el cas de la malaltia respiratoria aguda que ocorre en
forma d'epidémies entre els militars. Els simptomes es presenten com una faringitis febril (sovint
incloent adenitis) amb simptomes de mal de coll i tos, de vegades rinitis aguda, mal de cap i mal de pit,
simptomes que es poden confondre amb la faringitis estreptococcia i la mononucleosis. Les
complicacions amb pneumonia sén poc freqlients. Els serotips principals causants d'aquesta malaltia

sonels AdV 478,
Diagnostic

L'aillament del virus en cultiu cellular proporciona I'evidéncia més concloent d'infeccidé i ofereix
I'oportunitat de determinar I'espécie. Tots els serotips d'AdV, excepte 40i 41, s'aillen facilment en cultius
de cel-lules d'origen huma, especialment A-549, Hep-2 i Hela. La deteccié d'antigens d'AdV, s'utilitza
sobretot per al diagnostic de les infeccions respiratories i la gastroenteritis, tot i que al ser menys
sensible que el cultiu, no esta recomanada per al diagnostic en pacients immunodeprimits. Les
técniques de PCR poden detectar tots els serotips, degut a que els encebadors es dirigeixen contra les

regions conservades dels hexons 8.
Profilaxis i tractament

A causa de l'elevada prevalenca de la malaltia respiratoria aguda en els reclutes militars, al 1970 I'exéercit
dels Estats Units va desenvolupar vacunes orals vives contra els serotips 4 i 7. Amb la introducci6 de la
vacuna, es van reduir tan significativament la morbiditat i la mortalitat causada per aquests serotips,
que al 1996 es va abandonar la produccié considerant que ja no circulaven els serotips causants. No
obstant, una re-aparicié dels brots epidémics va fer que al 2011 es desenvolupés una segona generacié
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 &',

45



Introduccioé

Les infeccions per AdV causen una resposta immune amb anticossos capacos de protegir contra
reinfeccions d'un mateix serotip, i degut a que la majoria de les infeccions tenen caracter lleu, el

tractament es reserva generalment per a pacients immunodeprimits i en casos d'infeccions greus.

No existeix encara un antiviral especific per tractar les infeccions per AdV. La majoria de tractaments es
basen en I'Us d'antivirals que s'utilitzen per altres infeccions, com la ribavirina, ganciclovir, vidarabina o
el cidofovir. El cidofovir, un analeg de la citosina amb alta afinitat per la DNA polimerasa virica, és
I'antiviric més actiu en estudis in vitro. Els estudis més recents s’enfoquen amb I'Us de profarmacs que

es transformen en cidofovir al metabolitzar-se i que permeten una administracié oral &'.

BOCAPARVOVIRUS

Generalitats

Els bocaparvovirus (HBoV) pertanyen a la familia Parvoviridae i al génere Bocaparvovirus (veure taula 1).
Infecta principalment a humans, gats i gossos, on en el cas dels humans tenen tropisme per les cél-lules
del tracte respiratori. Actualment, es coneixen com causants d'infeccions al tracte respiratori
principalment en nens menors de 5 anys d'edat 8 83, Actualment es reconeixen dues espécies diferents:

bocaparvovirus de primat 11 2.
Antecedents historics

El HBoV es va descriure per primera vegada I'any 2005 a Suécia 8. Es va aillar, mitjancant métodes
moleculars, de mostres de moc nasofaringi obtingudes de nens amb infeccié del tracte respiratori
inferior. Actualment la seva deteccid esta inclosa en molts estudis d'infeccioé respiratoria degut a

I'augment de |'is de metodes moleculars pel diagnostic d'aquestes infeccions.
Estructura virica

Es tracten de virus petits, sense embolcall, amb una nucleocapsida isometrica d'un diametre aproximat
de 18 a 26 nm, que contenen una sola molécula de DNA de cadena senzilla, polaritat negativa i una

longitud d'aproximadament 5,5 kilobases. El genoma viral codifica proteines estructurals i no
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estructurals. Els gens de les proteines no estructurals representen regions conservades, mentre que els

gens que codifiquen per proteines de la capsida (CP) tenen una major variabilitat .

Les proteines no estructurals sén dues, =
Proteina de la

capsida (CP)

les NS1 i NP-1, pero es desconeix el seu
paper exacte, tot i que es creu que la
NS1 podria participar en la replicacié del
virus &, Les proteines estructurals també

son dues: les proteines virals 1 (VP1) i 2

(VP2), idéntiques en seqiencia, i que
T = 1 (simetria icosaéedrica)
només es diferencien en la regié final de

la VP1, anomenada regié unica de vp1 ~ Figura 10

(VP1u). Aquesta regio te activitat  pqryctura dels virions del geénere Bocaparvovirus,

fosfolipasa i és important per la infeccié corresponent a l'estructura basica dels bocaparvovirus.

. . . . Adaptat de Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/).
viral, ja que afavoreix I'entrada al nucli P (http pasy.org/)

. N s La simetria és T=1. La capsida icosaedrica es compon de
dins la céllula hoste 8 8  ['activitat P P

12 capsomers pentamerics, amb un total de 60 proteines
immunogena estaria determinada per 3 |a capsida.

les proteines VP1i VP2 (veure figura 10).

Es desconeix amb exactitud el procés de replicacié dels HBoV. Els estudis realitzats amb animals
suggereixen que aquests virus causen infecci6 a I'epiteli respiratori i a I'epiteli intestinal, aixi com als

organs limfatics 8,
Epidemiologia

Tenen distribucié universal, s'ha detectat a paisos d'Europa, Asia, Oceania i América. Mostren una
distribucié estacional principalment durant I'hivern i primavera. No obstant, la veritable incidencia i
estacionalitat encara sén desconegudes 8. La prevalenca de la infeccié respiratoria per HBoV varia de
2,7 a 19%, principalment en nens menors de 2 anys d'edat 8. Els casos d'infeccié primaria, es donen
normalment en lactants i nens menors de 5 anys. Els HBoV també s'han detectat en persones

asimptomatiques, nens i adults, tant en el tracte respiratori com el en tracte gastrointestinal 8% 83,
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Mecanismes i rutes de transmissio

Els principals estudis realitzats han demostrat la presencia de HBoV en mostres del tracte respiratori,
en mostres fecals, en mostres sanguinies i urinaries 8. Es desconeixen les vies reals de transmissié dels
HBoV. Segons els llocs on es replica el virus, es creu que les vies de contagi principals serien la
transmissié aéria per aerosols, la transmissid per contacte amb superficies contaminades i

autoinoculacid, i la transmissio fecal-oral 82.
Clinica i simptomatologia

Es desconeix el periode d'incubacié del virus. En el cas de la malaltia respiratoria, els simptomes es
presenten com una infeccié del tracte respiratori superior amb tos, febre, conjuntivitis, rinitis aguda,
faringitis, laringitis i otitis; o com una infeccié del tracte respiratori inferior amb simptomes de
pneumonia, obstruccié bronquial, bronquiolitis i tos. En pacients asmatics podria causar

descompensacio .

Degut a que en molts estudis es va detectar el HBoV amb un alt percentatge de coinfeccié amb altres
virus respiratoris i amb algunes bactéries, inicialment es va replantejar el seu rol com a veritable causant
d'una infeccié. Actualment, en estudis més recents, s'ha determinat que les infeccions agudes per HBoV
estan associades amb la preséncia del DNA viral en sang, i que per tant el seu diagnostic no ha de ser

Unicament per la PCR en mostres respiratories, sind que s'hauria d'acompanyar d'una prova serologica

83,85

Diagnostic

La deteccié dels HBoV es realitza amb metodes moleculars, ja que les linies cel-lulars habituals no
permeten la seva multiplicacié. A més fins al moment no s’han desenvolupat técniques per la deteccid

d'antigens d'aquests virus &2,
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 familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae (veure taula 1). Es
tracta d'un grup de virus grans que poden causar diferents malalties en I'esser huma, des d'un refredat
comu fins a malalties més greus. També poden causar diferents malalties en animals, com
gastroenteritis, alteracions hepatiques i neurologiques. Actualment es coneixen 6 tipus de coronavirus
humans, diferenciats en dos géneres, el génere Alphacoronavirus amb els HCoV-229E i els HCoV-NL63;
i el génere Betacoronavirus amb els HCoV-HKU1, els SARS-CoV, el betacoronavirus 1 (antiga soca HCoV-

0C43) i el MERS-CoV.
Antecedents historics

Els primers coronavirus humans, HCoV-OC43 i HCoV-229E, es van identificar a mitjans de la década de
1960 a Gran Bretanya i Estats Units, respectivament, com causa de infecci6 del tracte respiratori superior

autolimitada i lleu .

Al 2003 es va identificar una infeccié6 zoonotica a Hong Kong i la Xina, la qual es va propagar
posteriorment entre humans, creant una pandemia que es va estendre a diversos paisos, es va
anomenar sindrome respiratoria aguda greu (SARS, per les seves sigles en angles Severe Acute

Respiratory Syndrome), i estava causada per un coronavirus que es va anomenar SARS-CoV 23,

El HCoV-NL63, va ser descobert I'any 2004 als Paisos Baixos a partir d'unes mostres provinents d'un
nen de 7 mesos d'edat, que presentava simptomes de bronquiolitis i conjuntivitis. La sequienciacié del
genoma del virus va indicar que no era una recombinaci6 i que era geneticament diferent als altres
HCoV coneguts 8. El HCoV-HKU1, també es va descobrir I'any 2004 a Hong Kong, a partir de mostres
respiratories obtingudes d'un pacient de 71 anys d'edat amb pneumonia. Es va determinar com un nou
HCoV, el qual presentava tres genotips diferents, A, B, i C. D'aquests, els genotips A i B sén més

freqlents que el C %",

Finalment, al 2012 va aparéixer una nova malaltia respiratoria greu a I'Arabia Saudita, la qual també es

va estendre a altres paisos, causant diverses morts i interés internacional per part de la OMS. Es va

49



Introduccioé

anomenar sindrome respiratoria d'orient mig (MERS) i estava causada per un nou HCoV del genere

Betacoronavirus, el MERS-CoV 88,

Estructura virica

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 helicoidal. Tenen un diametre aproximat de 80-
100nm, i son els virus de RNA més grans que es coneixen. L'embolcall deriva de les membranes
intracel-lulars en comptes de la membrana plasmatica de la cellula 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

roteines estructurals grans, la proteina )
P 9 P Proteina espicular (S)

espicular (S) responsable de la unid a les
) Nucleoproteina (N)
céllules diana, la proteina de membrana
Proteina de membrana
M)

_-\?’ ~—— Proteina de I'embolcall (E)

(M) que contribueix a la unié de la

nucleocapsida a les membranes interiors de

la cellula hoste, la proteina d’embolcall (E)

que forma part de la membrana virica, i la

proteina de la nucleocapsida (N) on s'uneix
el genoma viric. En alguns HCoV també s’ha

trobat un domini addicional que codifica  Figura 11

una proteina anomenada hemaglutinin- .. - ..
P 9 Estructura dels virions de la subfamilia Coronavirinae,

esterasa (HE), implicada en l'alliberacio dels  a la qual pertanyen els coronavirus. Adaptat de
virions de dins la céllula hoste on shan  Viralzone. (http://viralzone.expasy.org/)

replicat (veure figura 11) 8.

La proteina S és I'encarregada de la unié 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-0C43, utilitzen I'aminopeptidasa (APN o CD13); els del grup 2, com el SARS-CoV, utilitzen el
receptor ACE-2 (per les seves sigles en anglés: Angiotensin Converting Enzyme); i els del grup 3 encara

se’'n desconeix el receptor (veure figura 11).
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Epidemiologia

Les infeccions per HCoV-OC43 i 229E sén més comuns durant els mesos d‘hivern i tenen distribucié
universal. No es tracta d'infeccions constants, ja que poden océrrer en intervals de 3 a 4 anys. En el cas
dels HCoV-NL63, s’ha trobat arreu del mén 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 I'estiu. Per ultim, el HCoV-HKU1 també
te distribucio universal, i els estudis revelen que causa infeccions durant tots els mesos de I'any excepte
al juliol, amb un pic al desembre. No obstant, no causa infeccions cada any, pel que es creu que té

variacié temporal i geografica 4.
Mecanismes i rutes de transmissio

Els HCoV es propaguen presumiblement per via respiratoria, a través d'aerosols. Els HCoV normalment
només infecten a membres d'una mateixa especie, no obstant, alguns HCoV animals sén capacos

d'infectar humans donant lloc a epidemies arreu del mén.
Clinica i simptomatologia

Els HCoV-229E i OC43, causen infeccié del tracte respiratori superior autolimitada i lleu, amb una gran
varietat de signes i simptomes que inclouen tos, secrecié nasal, mal de coll i febre. El periode d'incubacié
és d'uns 3 dies i els simptomes poden durar fins a una setmana. Tot i que les infeccions sén generalment
locals, es pot arribar a disseminar causant infeccions d'oida, bronquiolitis i pneumonies en pacients
immunodeprimits i nadons, i causar també infeccions nosocomials entre el personal hospitalari. Son els
causants d'aproximadament un ter¢ dels refredats comuns i en general, el 50% de les persones que

s'infecten presenten simptomes 4.

Els HCoV-NL63 causen també malaltia respiratoria lleu, encara que alguns estudis el relacionen com a
causa de crup. El periode d'incubacié és semblant als altres HCoV aixi com el periode d'excrecié del
virus. Aquests HCoV es solen trobar en coinfeccié amb altres virus respiratoris. Aquestes coinfeccions
soén 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 simptomes més frequients que causen sén rinorrea,
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tos i febre. Poden arribar a causar bronquiolitis, pneumonia i exacerbacions asmatiques en nens i adults

immunodeprimits 4.
Altres coronavirus

SARS-CoV. A finals del 2002, es va observar una nova sindrome al sud de la Xina, i es va denominar
sindrome respiratoria aguda greu (SARS), la qual es caracteritzava per febre de més de 38°C, mal de cap,
malestar general, i dolors. Els simptomes respiratoris inicials son lleus durant uns dies on el pacient
desenvolupa una tos no productiva i respiracio6 dificultosa. La dificultat respiratoria pot causar la mort
en un 3-30% dels casos. La infeccid és una zoonosi que afecta a rats penats i humans, la qual va
evolucionar de manera molt eficient en la transmissié huma-huma, causant una pandemia que es va
estendre a 26 paisos en quatre setmanes. El primer brot de SARS-CoV va ser a |'abril 2003 i va durar
fins I'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 produits per accidents de

laboratori o, possiblement, per transmissi6 de I'animal a I'home a la Xina 23 %,

MERS-CoV. Els primers casos de sindrome respiratoria d'orient mig (MERS) es van detectar I'any 2012 a
la peninsula arabiga. Es tracta d'una malaltia respiratoria nova en humans. Els simptomes principals sén
febre, tos i dificultat per respirar. A més dels simptomes propis de la infeccid del tracte respiratori
inferior greu, també es poden donar signes i simptomes gastrointestinals com diarrea, vomits i dolor
abdominal. La infeccié és per zoonosi a través dels rats penats, la qual hauria arribat fins als humans a
través de la infeccié directa o per la infeccié de camells. Des de que es va reportar per primera vegada,
el MERS-CoV ha causat malaltia greu, inclosa la mort, en diferents paisos del moén, sobretot després de
la propagacié a Estats Units i diferents paisos 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 &

91

Diagnostic

Els Unics HCoV humans que s'han pogut aillar 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 cellulars disponibles. Aixi

mateix, la deteccié d'antigen s'ha descrit per a la identificacid dels HCoV-229E i el OC43, el SARS-CoV i
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el HCoV-HKU1, pero no esta disponible per la resta de HCoV. Actualment, el métodes moleculars sén

els més adequats per detectar els diferents HCoV existents 3.
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 aixo, degut a I'aparicié del SARS-CoV i posteriorment del MERS-CoV,
van augmentar el nombre d'estudis dedicats a la investigacié d'antivirals especifics 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

proteines virals) i també |'oseltamivir, entre d'altres 7 %2,

D'altra banda s'han realitzat estudis prometedors amb inhibidors de la unié i la fusié del virus i també
d'altres que combinen els diferents interferons amb ribavirina, pero els resultats obtinguts varien segons

si els estudis sén in vitro o in vivo ’.

ALTRES VIRUS CAUSANTS DE MALALTIA RESPIRATORIA

A banda dels virus respiratoris principals, existeixen també altres virus que no es consideren
estrictament virus respiratoris perd que poden causar patologia al tracte respiratori. Es el cas de
I'herpesvirus huma 1 (virus herpes tipus 1); I'herpesvirus huma 3 (virus varicel-la-zoster); I'herpesvirus
huma 5 (citomegalovirus), I'herpesvirus huma 4 (virus Epstein Barr), el virus del xarampid, el virus de les
galteres, els hantavirus i els parechovirus humans. D'altra banda, altres virus com els mimivirus, els
poliomavirus Kl i WU s’han relacionat recentment, mitjancant les técniques moleculars, amb mostres
respiratories de pacients amb quadre clinic d'infeccio respiratoria, tot i que fins ara no s’ha establert el

seu paper com a agents causals de malaltia respiratoria de manera definitiva 24,

Herpesvirus huma tipus 1. El virus herpes tipus 1 (HHV-1) es transmet per gotes respiratories i per
contacte directe. La primoinfeccié sol cursar de manera asimptomatica, no obstant pot causar
faringoamigdalitis i/o gingivoestomatitis herpetica, 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 23 %4,
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Herpesvirus huma tipus 3. El virus varicel-la-zoster o virus de I'herpes huma tipus 3 (HHV-3), es coneix
com a varicella en la infeccié primaria, una malaltia infantil molt comU que cursa amb exantema
vesicular i és generalment lleu i autolimitada. La infeccié es torna més greu en els adults, nadons i
pacients immunodeprimits. El zoster, "herpes zoster”, és la manifestacié clinica de la reactivacié del
HHV-3 latent. Aquest virus es transmet per contacte directe o a través de gotetes, i també per
transmissio aéria quan el titol viric és molt elevat, sobretot en col-legis > %6. Aquests virus romanen

latents i poden produir reactivacions al llarg de tota la vida.

Herpesvirus huma tipus 4. El virus de I'Epstein Barr pertany a la familia 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,
esplenomegalia i amigdalitis i faringitis, entre d'altres simptomes. Després de la primoinfeccio, el virus

estableix una laténcia de per vida %7 %,

Herpesvirus huma tipus 5. Els citomegalovirus pertanyen a la familia Herpesviridae, i es tracta del virus
herpes tipus 5 (HHV-5). La infeccid pot ser asimptomatica, o causar, malaltia generalitzada greu. La
infeccié per HHV-5 pot produir un quadre de mononucleosi, més lleu que el produit pel herpesvirus 4,
i en pacients immunodeprimits pot causar pneumonia i malaltia disseminada. Es transmet per
secrecions respiratories, i la infeccié es produeix per contacte directe, estret i prolongat ° 1% Aquests

virus romanen latents i poden produir reactivacions al llarg de tota la vida.

Hantavirus. Els Hantavirus pertanyen a la familia Bunyaviridae, genere Hantavirus. Es tracta d'un génere
que agrupa diversos virus RNA. La infeccié per aquests virus es transmet a I'ésser huma a través de
rosegadors infectats. En humans generalment produeixen dos tipus d'afeccions: la febre hemorragica
amb sindrome renal, o la sindrome pulmonar per hantavirus, una afeccié pulmonar molt greu que es
caracteritza per febre alta, mialgies, mal de cap, tos, dificultat respiratoria aguda i també nausees i

vOmits 107,102,

Virus del xarampié. El virus del xarampio pertany a la familia Paramyxoviridae, génere Morbillivirus. El
virus del xarampid es transmet a partir de les secrecions respiratories per via aéria o per contacte directe.
El xarampi6 és una malaltia altament contagiosa i de gravetat relativa. El simptoma principal és un

exantema, perdo 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 pneumonia 103104,

Virus de les galteres. El virus de les galteres pertany a la familia Paramyxoviridae, génere Rubulavirus.
La malaltia causada per aquests virus es coneix com galteres (parotiditis), una malaltia altament
contagiosa i autolimitada, on els simptomes principals son febre, dolor muscular, mal de cap, cansament
i sobretot una inflamacié dolorosa de les glandules salivals. La infeccidé es produeix a traves de la

inhalacié d'aerosols que continguin el virus 105106,

Parechovirus. Sén virus que s'inclouen dintre la familia Picornaviridae, génere Parechovirus, on
s'agrupen els parechovirus humans (HPeV) del 1 al 16. Els parechovirus estaven classificats anteriorment
com a membres del génere Enterovirus (els echovirus 22 i 23), ja que causaven un efecte citopatic molt
similar en cultiu cel-lular. Posteriorment amb estudis filogenetics es van classificar en un genere propi.
Aquests virus tenen una distribucié universal i estan associats a malalties semblants a les causades per
EV tals com malalties respiratories, meningitis aséptica, encefalitis i sindromes similar a la sépsia

neonatal 197,

Mimivirus. Els mimivirus pertanyen a la familia Mimiviridae, génere 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 bacteéria, ja que “imitava”
(en angleés mimic) les tincions de gram positius, d'on en deriva el nom. Actualment s'esta investigant

sobre el seu paper en quadres greus de malaltia pulmonar, tot i que les publicacions s6n contradictories

108.

Poliomavirus. Pertanyen a la familia Polyomaviridae, génere Polyomavirus. Actualment s'ha descobert
els poliomavirus WU i Kl en les vies respiratories, serum 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 infeccié de les vies respiratories i en nens asimptomatics. Es requereixen estudis

addicionals per determinar el seu veritable paper patogénic 23.
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DIAGNOSTIC ETIOLOGIC

El principal objectiu dels metodes de diagnostic microbiologic per la deteccié dels virus respiratoris és
determinar l'agent etiologic causal de la infeccié. El diagnostic etiologic és imprescindible per establir
un tractament especific amb antivirals, aixi com reduir I'administracié de tractaments antibacterians

innecessaris, establir el pronostic i limitar I'extensié de la infeccid 444,

Actualment, existeixen una gran varietat de tecniques microbiologiques de diagnostic que permeten la
deteccié de la majoria de virus respiratoris. Cada laboratori s’ha d'adaptar a les necessitats propies i
determinar quins sén els métodes més apropiats per al diagnostic basant-se en el tipus d'hospital, les

caracteristiques de la poblaci6 que atén, la dotaci6 de personal i la seva propia infraestructura .

Els métodes de diagnostic per a la infecci respiratoria virica sén I'aillament en cultiu cel-lular, la deteccid
d'antigens, la detecci6 d’acids nucleics i la serologia. No obstant, el diagnostic serologic és poc util ja
que les infeccions respiratories virals son molt prevalents, ocasionen freqiients reinfeccions i només fan
afectacio local, fonamentalment a la mucosa respiratoria © amb poca resposta serologica i per tant, no

s'inclouen en aquest capitol.
MOSTRES: TIPUS, RECOLLIDA | TRANSPORT

Un dels aspectes més importants del diagnostic virologic és I'obtencié de la mostra, el seu transport al
laboratori i el seu processament. Un diagnostic pot ser erroni si no es treballa en les condicions optimes
i no es compleixen els protocols establerts per l'obtencié i transport adequat de les mostres al
laboratori. La qualitat de la mostra, és a dir que s'hagi obtingut adequadament, és cabdal a I'hora de la

interpretacio del resultat.

La majoria de virus s'eliminen durant un periode curt de temps, corresponent amb la fase aguda de la
infeccié. Es durant aquest espai de temps quan és optima la recollida de mostres, ja que I'excrecié de

particules virals disminueix progressivament amb el pas dels dies “.

El principal requisit necessari a I'hora de valorar les mostres obtingudes a partir del tracte respiratori és
gue aquestes continguin el major nimero possible de cél-lules per assegurar una elevada carrega viral.

Existeixen diferents tipus de mostres Utils per al diagnostic virologic. Les mostres d'aspirat nasofaringi
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sén adequades per tots els virus i son optimes per la detecci6 dels virus gripals, el RSV, els PIV i el RV.
Els exsudats nasals i faringis sén optims per a la deteccié dels AdV i els EV. En el cas de les rentades
broncoalveolars, serveixen per les infeccions del tracte respiratori inferior. També sén Utils les biopsies

pulmonars obtingudes en una necropsia per determinar la causa d'una mort 4.

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 8°C, perd mai congelar, per tal de garantir la maxima viabilitat de les particules viriques. La
ra6 ve donada pel fet que alguns virus son labils a temperatura ambient i que la congelacié i descongelacié
provoca una disminuci6 considerable del nombre de particules infeccioses. Aixi mateix, sempre que sigui
possible, és recomanable I'Gs d'un medi de transport adequat que estabilitzi la mostra. Una conservacio
inadequada de la mostra o un retard en el seu processament, repercuteix negativament en el diagnostic

i en I'obtencié de resultats °.

TECNIQUES DE DETECCIO D'ANTIGEN

La detecci6 d'antigens virals es va introduir en la década de 1970 i va proporcionar als laboratoris de

virologia una alternativa a I'aillament dels virus en cultiu cel-lular.

Les tecniques de deteccidé d'antigen sén técniques immunologiques que es fonamenten en ['afinitat
antigen-anticos. Definim antigen com aquella molécula estructural o metabdlica que és reconeguda
com estranya per I'organisme huma i que és capag de desencadenar una resposta immunitaria. D'altra
banda, un anticds és una gammaglobulina sintetitzada per les cél-lules plasmatiques en resposta a
I'estimulacié exercida per un antigen, amb el qual reacciona de manera especifica, gracies a la
correspondeéncia entre les seves estructures. Existeixen diferents métodes de diagnostics basats en
aquesta reaccid antigen-anticos: la immunofluorescéncia (IF), la immunocromatografia (IC) o

|'enzimoimmunoanalisi (EIA).

Es tracta principalment de técniques rapides que permeten la detecci6é de virus respiratoris en pocs
minuts. Aquestes técniques tenen un elevat rendiment en mostres pediatriques, ja que aquestes
pacients solen tenir una carrega virica més elevada i durant un periode de temps més llarg que els

adults 444,
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Aquestes técniques permeten detectar I'antigen viric independentment que formi part de virus viables
o no viables, i per tant no necessiten de particules viriques amb capacitat infecciosa. Aquestes teécniques
no han arribat a sensibilitats i especificitats equiparables al cultiu é. Aixi mateix, generalment mostren
una menor sensibilitat respecte als metodes moleculars, pero permeten un diagnostic més rapid, senzill

i economic .

Immunofluorescéncia

Les técniques d'immunofluorescéncia proporcionen un mitja de diagnostic basat en una reaccid
antigen-anticos observable per un microscopi de fluorescencia. Atributs com I'especificitat i el poc
temps que requereix per preparar i observar la mostra, fan de la immunofluorescéncia una eina de
diagnostic ideal per infeccions virals de gran importancia per a la salut publica, com és el cas de les
causades per FLUAV o per RSV, entre d'altres 1. Aquestes tecniques tenen l'avantatge que permeten
avaluar la qualitat de la mostra, ja que aquesta es veu reflectida en el nimero de cél-lules de I'epiteli

respiratori que es poden observar.

Aquesta técnica pot ser directa (IFD) o indirecta (IFl). La immunofluorescéncia directa utilitza I'anticos
marcat amb fluoresceina (fluorocrom) i requereix d'un temps maxim de 45 minuts; mentre que la
immunofluorescencia indirecta I'anticds no esta marcat directament i en un segon pas s'utilitza un
segon anticos contra el primari marcat amb fluoresceina i requereix d’'un temps aproximat de 90 minuts

per emetre un resultat valid "°.

Es tracta d’'una técnica amb una elevada especificitat i sensibilitat, tot i que el rendiment depén del virus
detectat, del tipus de mostra, I'edat del pacient i el temps en el que es va recollir la mostra un cop van
comencgar els primers simptomes %4, 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
I'AdV entre 51 i 58% 44 i per ultim per el h(MPV entre 69 i 80% "°. Per tal que la técnica sigui sensible i

especifica, s'ha de realitzar juntament amb controls de qualitat dels reactius.

Els diferents reactius per la immunofluorescencia actualment disponibles tenen un baix cost. No
obstant, la realitzacio d'aquesta técnica necessita d'un microscopi de fluorescencia i d'un personal amb

la formacié adequada per poder interpretar els resultats. Un desavantatge important seria que no esta
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disponible per a altres virus que també sén causa important de malaltia respiratoria, com els RV i EV,

HBoV, HCoV (229E, OC43, NL63iHku-1) i PIV-4 4,
Immunocromatografia

Les tecniques d'immunocromatografia s'apliquen sobretot per a la deteccié del RSV i els virus gripals,

son facils de realitzar i no requereixen personal especialment entrenat.

La técnica es realitza en un suport de nitrocel-lulosa o nilé on es troben absorbits a la linia de reaccidé
anticossos en front a I'antigen que es busca i sobre la linia control els anticossos anti-conjugat, de
manera que quan la mostra conté I'antigen, aquest flueix per la membrana quedant retingut a la linia
de reaccid. El conjugat, que també és un anticos especific enfront I'antigen que es busca, esta marcat
amb una molécula, normalment or col-loidal, que també flueix per la membrana, és retingut per
I'antigen a la linia de reaccio i per I'anticos a la linia de control. En cas de mostres negatives que no

continguin antigen, el conjugat és retingut Gnicament a la linia de control """

Aquestes técniques tenen l'avantatge addicional de poder realitzar una lectura visual dels resultats
sense necessitat d'instrumental i ofereixen resultats rapids (aproximadament 15-20 min). No obstant
aixo, tenen una sensibilitat més baixa que les tecniques d'immunofluorescencia. En el cas del RSV, la
sensibilitat és d'aproximadament el 90% "2 i en el cas dels virus gripals, la sensibilitat varia des del 50
fins al 90% '3 114, En general, es tracta de métodes especialment Utils en époques de brots epidémics i
en poblacié pediatrica, on només els resultats negatius requeririen d'un segon analisi mitjancant alguna

altra prova 112115,
Enzimoimmunoanalisi

Les tecniques d’enzimoimmunoanalisi es basen en I'existéncia de substancies quimiques (substrats) que
per accié d'un enzim sén transformades en un producte amb color que emet llum o fluorescencia
mesurable. Algunes proves d'EIA per a la detecci6 d'antigen es troben disponibles comercialment en
formats molt practics. Els anticossos es troben fixats a una petita membrana nitrocel-lulosa o en

micropouets amb diversos nivells d'automatitzacio.

En les infeccions respiratories s'aplica principalment per al diagnostic del RSV i els virus gripals. En

general, la sensibilitat de la técnica EIA s'ha estimat en un 95% pel RSV ¢ i entre un 39 i un 76% per
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als virus de la grip "7. No obstant aixo, els resultats d'especificitat solen ser bastant alts durant I'eépoca
de maxima circulacié del RSV o dels virus gripals, per aquesta rad els resultats positius poden donar-se
com veritables positius, mentre que els negatius requeririen d'un segon analisi mitjangant alguna altra

prova %,

Aquesta prova es pot realitzar en 10-20 minuts, amb una manipulacié senzilla ja que es tracta d'una
técnica amb una metodologia homogenia que evita la complexitat de I'examen directe i del cultiu
cel-lular. No obstant aixo, sén tecniques que requereixen fer diferents manipulacions durant la seva

execucio i no permeten avaluar la qualitat de la mostra, a diferéncia del que succeeix amb la IF 6.

TECNIQUES D’AILLAMENT ViRIC

L'aillament es realitza habitualment en cultius cel-lulars. Aquesta técnica ha estat durant molts anys la
técnica de referencia per al diagnostic de les infeccions respiratories viriques. Es tracta d'un sistema
que, en principi, hauria de permetre detectar la gran majoria dels virus respiratoris, mentre que altres
técniques van dirigides front un virus concret i préviament identificat. Mitjancant el cultiu cel-lular es
pot confirmar la viabilitat i la infectivitat d’'un virus, informacié que no es pot obtenir amb cap altre
sistema de diagnostic. A més, es tracta d'un métode amb el que es pot disposar d'una soca viable de
virus que permeti realitzar estudis de caracteritzacié antigénica, sensibilitat a antivirals, serotipificacio i

estudis epidemiologics, entre d'altres * 44,

Les diferents tecniques d'aillament viric es detallen a continuacio.
Cultiu en ous de gallina embrionats.

Vora els anys 1930, s'utilitzaven els ous de gallina embrionats per I'aillament de diferents virus. Al 1935
concretament, es va aillar per primera vegada un virus gripal utilitzant aquest métode. Posteriorment,

al 1940, els ous de gallina embrionats es van consolidar com una de les técniques d'aillament de virus.

Aquesta tecnica presentava avantatges considerables front als sistemes d'animals que s’havien utilitzat
fins llavors (conills, conillets d'indies, ratolins): es tractava d'un mitja viu molt sensible a una gran varietat
de virus, era un sistema tancat i teoricament esteril, i era un sistema més barat que es podia obtenir

facilment en grans quantitats.
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La inoculacié es podia realitzar per diverses rutes que variaven en quant a grau de sensibilitat i
d'adaptacio pels diferents virus respiratoris. En el cas dels virus gripals, la inoculacié intra-amniotica en
embrions de 8-9 dies d'incubacié era el métode més indicat, ja que era el més sensible. Mitjangant
aquest metode, es podia recuperar al voltant de 1,5 ml de liquid amniotic per ou per a la identificacid
posterior. Com a alternativa, es podia inocular mitjancant la ruta de I'al-lantoide en embrions de 11 dies

d'incubacié, donat que era més facil i es podia recuperar més fluid (6 a 10 ml per ou) '8,

Un cop finalitzada la incubacio, es podia confirmar I'aillament viric utilitzant les mateixes tecniques que
es fan servir per a la detecci6é d'antigens virals. La deteccio virus també es podia realitzar examinant

I'activitat hemaglutinant del liquid amniotic o al-lantoide infectat 118119,

L'aillament en ous d’embrions de gallines, va estar durant molt temps el métode de referéncia per als
virus gripals, en especial pel FLUAV 9, i la seva aplicacié també permetia I'aillament d'altres virus

respiratoris com els virus parainfluenca, en particular el PIV-3 8,

Cultiu cel-lular convencional

El descobriment I'any 1949 de que les cel-lules humanes podien ser propagades in vitro va proporcionar
als virolegs una alternativa als ous de gallina embrionats i als animals de laboratori per a I'aillament dels
virus. Els tipus de céllules que poden ser cultivades en flascons i tubs d'assaig son moltes,
proporcionant aixi hostes vius els quals molts virus sén capacos d'infectar. S6n per tant, una eina més
assequible economicament i de millor manteniment que els ous i els animals, i mitjancant un examen
microscopic es pot controlar la multiplicacio viral. L'aillament del virus en cultius cel-lulars es considera

el gold standard de la deteccié virica i és el metode principal amb el qual tots els altres s'han comparat

44

El cultiu cellular es prepara normalment en tubs de 16 per 125 mm de vidre o de plastic, amb tap de
rosca i de fons rodd, on la monocapa de cél-lules esta adherida en un costat del tub. Els diferents cultius
cel-lulars existents poden provenir de cél-lules primaries, cel-lules diploides o cel-lules poliploides. Els
cultius més tipics utilitzats son cel-lules primaries de rony6 de mico rhesus (LLC-MK2), cel-lules primaries
de ronyo de conill (PRK), fibroblasts de pulmé embrionari huma (MRC-5), cel-lules de carcinoma de

laringe huma (Hep-2), cél-lules de carcinoma de pulmé huma (A-549), cél-lules de rabdomiosarcoma
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embrionari huma (RD), cél-lules epitelials de ronyé de gos Madin-Darby (MDCK), cél-lules de ronyé de

mico (PMK), entre d'altres.

La multiplicacié virica es mostra com uns canvis degeneratius en les cél-lules de la monocapa dies
després de la seva inoculacié. Aquests canvis es denominen efecte citopatic (ECP). La majoria dels virus
respiratoris causen un ECP després de 5 a 10 dies d'incubacio. Per tal d'observar I'ECP és essencial un
equip de professionals experimentats. Posteriorment, la identificacié definitiva del virus aillat es pot
realitzar mitjancant diferents metodes, com sén la inhibici6 de [I'hemaglutinacid, la

immunofluorescéncia o la deteccié de I'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, serotipificacié o estudis

epidemiologics. També proporciona informacié sobre la viabilitat del propi virus 44.

No obstant aix0, la necessitat d'experiéncia técnica en I'avaluacioé dels cultius, el periode d'incubacié i
la incapacitat d'alguns virus de proliferar en els cultius cel-lulars tradicionals, suposen les desavantatges

principals d'aquest sistema # 44,

Shell-Vial

Per tal de resoldre en part els inconvenients en quant a temps d'observacié de I'ECP en el cultiu
convencional, es va desenvolupar la técnica de shell-vial (SV) que, sense perdre I'especificitat i els
avantatges del cultiu, permet un diagnostic en un temps molt menor i es poden detectar la presencia

dels antigens virals per IF abans de I'aparicié de I'ECP.

En aquesta tecnica la mostra s'inocula en una monocapa formada sobre un portaobjectes rodé, el qual
es diposita en un tub de fons pla 4. Seguidament es fa una centrifugacié per facilitar la infeccié de les
cél-lules. Després d'un periode d'incubaci6 de 18-48h, s'extreu el portaobjectes i normalment es realitza
una IF sobre la monocapa amb anticossos monoclonals front als antigens del virus que es vulgui

detectar.

En aquesta tecnica, els vials inoculats ocupen menys espai en les incubadores i no necessiten incubar-
se amb rotaci6 a diferencia del cultiu convencional. El cost d'ambdds cultius és el mateix, no obstant la

possibilitat de contaminacié 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 linies cel-lulars per poder aillar tots els virus respiratoris possibles,
es van desenvolupar els co-cultius, on es combinen diferents linies cellulars 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 & 44,

Actualment, existeixen diverses linies de co-cultius cel-lulars produides comercialment, com sén el cultiu
cellular rapid R-Mix (Diagnostic Hybrids, Inc.), format per una monocapa mixta de céllules
d'adenocarcinoma huma (A-549) i cel-lules de pulmé de visé (Mv1Lu); i cultiu cellular rapid R-Mix Too
(Diagnostic Hybrids, Inc), format per una monocapa mixta de cel-lules A-549 i cel-lules MDCK. Aquests
co-cultius permeten la deteccié de diferents virus respiratoris com son els virus gripals A i B, els PIV 1,

213, els AdViel RSV.

Per a realitzar la técnica, s'inoculen tres flascons de co-cultius per a cada mostra clinica. Seguidament
es centrifuguen els vials i es posen a incubar a 37°C amb un 5% de CO,. Després de 18 a 24 hores
d'incubacié, en un dels vials es fa una IF per detectar la presencia o no d'antigens virals dels diferents
virus respiratoris. Si s'observen cél-lules fluorescents, es fa servir el segon per identificar el virus amb
I'Gs d'anticossos individuals; mentre que el tercer vial es pot utilitzar per congelar i conservar la soca
virica. 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 periode de temps. No obstant, com alguns virus tenen una multiplicacié més

lenta, el tercer vial es pot incubar un periode addicional de 5 dies.

Diversos investigadors, han comparat la taxa de deteccid de virus respiratoris mitjancant els sistemes
de co-cultius amb la resta de tecniques 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 linies cel-lulars i proporcionen un meétode rapid i sensible per a la identificacié de virus

respiratoris sense requerir I'experiéncia associada amb el cultiu cel-lular convencional 44,
Cultius cel-lulars transgeénics

En els Ultims 10 anys els avencos en la deteccié de virus en cultiu cel-lular han estat enfocats a millorar
tant la velocitat com la precisié de la deteccid, amb aquesta finalitat s'ha utilitzat la tecnologia
transgénica. Aquesta tecnologia transgénica ofereix la possibilitat d'utilitzar linies cel-lulars modificades
genéticament per tal de millorar i facilitar la multiplicacié del virus en cultiu i facilitar-ne la deteccid 4.

La utilitzaci6 de cél-lules transgéniques permet una deteccié altament especifica d'un virus en particular.

La tecnologia transgénica es basa en la introduccié d’elements genétics estables dintre d'una cél-lula
de tal manera que quan un virus en particular la infecta, la propia multiplicacié virica activa la produccié
d'un enzim facilment detectable per un canvi de color. El virus es detecta si és capag d'unir-se a la
cél-lula, entrar al seu interior i comencgar el cicle de replicacio, de tal manera que no es necessiti finalitzar
el cicle viral per poder detectar el virus 44. Els elements genétics utilitzats es denominen gens reporters.
La caracteristica principal d’'aquests elements genetics és que es mantenen inactivats (silenciosos) en
les cél-lules no infectades, i que s'activen rapidament en les cél-lules infectades. Les linies transgéeniques

produeixen un producte detectable Unic, només quan sén infectades per un virus particular.

Els cultius cellulars transgenics s'han aplicat per al diagnostic de virus com el virus de la
immunodeficiencia humana tipus 1 (HIV-1), el virus de la polio o els herpesvirus humans 1i 2. En el cas
dels virus respiratoris, s'ha utilitzat per la deteccié6 d'EV (no poliovirus), en especial pels echovirus i
cocksackie. Per aquests virus s’ha dissenyat la linia cel-lular transgenica 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, B3iB5;i EV 70) ja que aquests interactuen amb un receptor especific (el receptor factor accelerador
de la degradacié humana, hDAF) introduit transgénicament a les cél-lules. La combinacié en metode de
co-cultiu d'aquesta linia cel-lular amb una altre linia cel-lular, la Caco-2 (linia cel-lular d'adenocarcinoma
de colon huma), donava una sensibilitat del 76% per a la deteccié d’EV 44, Aquesta linia es va anomenar
Super E-Mix (Diagnostic Hybrids, Inc.). Actualment aquesta linia s'ha modificat amb la introduccié de

cél-lules A-549 (en substitucié de les cél-lules CaCo?2) i els estudis han reportat una sensibilitat elevada
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en diferents tipus de mostres: del 81,3% en mostres de liquid cefaloraquidi, del 85,3% en mostres

rectals, i del 100% en mostres respiratories, en la deteccié de diferents EV.

També s'ha dissenyat una linia cel-lular transgénica especifica per FLUAV, les cél-lules 293T de ronyé
embrionari huma. Es va dissenyar una cél-lula que expressava una proteina de fluorescéncia verda
(provinent de la cuca de llum) que s'activava amb la replicacié del virus. L'activitat del gen reporter
s'expressa en aproximadament 6 hores després de que les cél-lules hagin estat infectades pel FLUAV, i
la luciferasa produida per I'expressié del gen reporter es detecta mitjancant un sistema de detecci6 de
quimio-luminescéncia. Aquesta linia cel-lular s'ha utilitzat per la deteccié rapida (cultivades amb la
técnica de SV) de diferents soques de FLUAV, sense necessitat d'utilitzar un panell amb altres virus

respiratoris 4.

Els equip i els reactius necessaris es subministren pel fabricant, i no es necessita experiéncia técnica
especial. No obstant, aquest sistema esta limitat en quan a la deteccié d'altres possibles virus, ja que

no es podra detectar cap altre virus per al qual la cel-lula no hagi estat dissenyada.

TECNIQUES DE DETECCIO D’ACIDS NUCLEICS

El desenvolupament de la prova de reacci6é en cadena de la polimerasa (PCR) es va produir a mitjans
de la década de 1980, i a principis dels anys 1990 la PCR s'havia convertit en un dels metodes de
diagnostic més fiables en molts laboratoris. Aquesta técnica es fonamenta en la propietat natural de les
DNA polimerases per replicar seqiencies de DNA. La capacitat de la PCR per amplificar una Unica

seqliencia especifica fins a nivells detectables, ha revolucionat la virologia diagnostica.

La PCR requereix d'un procés d'extraccid previ dels acids nucleics que es vulguin amplificar.
L'amplificacié s'aconsegueix mitjancant I'is de cicles repetits de desnaturalitzacié del DNA diana, la
hibridacié dels encebadors necessaris amb les zones diana i la copia de la sequéncia delimitada per ells
(extensid). Aquest procés es duu a terme mitjangant canvis rapids i precisos de temperatura, els quals
succeeixen en un termociclador, i mitjancant I'ds d'una DNA-polimerasa termoestable (Tag-polimerasa)

1 Finalment, els productes amplificats es poden detectar emprant diferents metodes.

En comparacié amb les técniques convencionals de deteccié d'antigen i aillament viric en cultius

cel-lulars, les técniques d'amplificacio d'acids nucleics (NAAT, per les seves sigles en angles: Nucleic Acid
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Amplification Test) han demostrat ser més sensibles i per tant, representen un aveng principalment per
a la deteccid 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 técniques de deteccié d'antigen i que no existeix

cap altra possibilitat diagnostica 444>,

Com en molts métodes analitics, el rendiment de les NAAT és dependent de la qualitat de la mostra i

del procediment d'extraccio i purificacié dels acids nucleics.
Tecniques d’extraccioé d’acids nucleics

L'extraccio i posterior purificacié dels acids nucleics és la primera etapa necessaria per a tots els estudis
moleculars. Els métodes d'extraccié permeten obtenir els acids nucleics purificats a partir de diversos

tipus de mostres.

Per a I'extraccié és necessari causar una lisis cel-lular, inactivar les nucleases cel-lulars i separar els acids
nucleics de les restes cel-lulars. La lisi de les proteines de I'embolcall és el primer pas necessari per aillar
eficientment els acids nucleics 2. Aquest procés allibera grans quantitats de proteines a la solucio, a
més dels acids nucleics. En el segon procés de desnaturalitzacié i degradacié d'altres biomolécules,
s'introdueixen proteases per a digerir les proteines alliberades amb la lisis i facilitar la recuperacié de
DNA o RNA. Finalment, la separacio dels acids nucleics es pot realitzar per diferents métodes: metodes
de precipitacid, principalment utilitzats per I'aillament de DNA en mostres grans, perd també descrits
per l'aillament de RNA; extraccié en fase liquida, els quals sén molt efectius pero s'utilitzen cada vegada
menys a causa de la naturalesa toxica dels compostos utilitzats; i extraccié en fase solida, que implica
la unio selectiva dels acids nucleics a una matriu immobilitzada (fase solida). L'extraccio en fase solida
és actualment la més utilitzada degut a la seva disponibilitat en instruments automatitzats. Tots aquests

processos d'extraccié dels acids nucleics, es poden realitzar individualment o varis en el mateix pas .

Un gran aveng ha estat la capacitat d'automatitzacié d'aquests processos. Actualment, els sistemes més
utilitzats es basen en |'extraccié amb matrius de silice o boles magnétiques. L'automatitzacio del procés
de I'extraccié d'acids nucleics ha proporcionat un augment del rendiment i han reduit el risc de

contaminacio creuada de les mostres, facilitant la feina del laboratori.
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Tecniques d’amplificacié per PCR
Les técniques de PCR utilitzen diferents regions de gens conservats com a diana per a la detecci6 virica.

El procés de PCR es divideix en tres etapes que es repeteixen un nombre n de vegades. La primera
etapa o iniciacid, consisteix en una desnaturalitzacié térmica del DNA bicatenari per tal d'obtenir
cadenes monocatenaries a les quals puguin aparellar-se els encebadors (cadenes sintétiques curtes de
nucleotids, complementaries als extrems 5 o 3’ de cada cadena monocatenaria del fragment a
amplificar). La segona etapa compren la hibridacié entre els encebadors i el DNA monocatenari diana.
Aquesta hibridacio és necessaria perque la polimerasa requereix d'una regié de DNA de doble cadena
per a la iniciacié de la sintesi de la cadena complementaria. L'Gltima etapa o extensi6 consisteix en la
sintesi de les dues cadenes monocatenaries per part de la DNA polimerasa. El producte de I'amplificat
ha de ser detectat posteriorment, aixd es pot fer per electroforesis en gels d'agarosa o mitjancant

técniques d'hibridacié.

Una vegada que I'Us de la PCR es va massificar, a partir de la década de 1990, han sorgit variants i noves

aplicacions de la técnica. Algunes variants sén:

PCR niada o nested. Es tracta d’'una tecnica sequiencial molt sensible de PCR on el producte d'una
amplificacié s'utilitza com a motlle per a realitzar una segona amplificacié amb encebadors que es

troben dins la primera seqiiéncia amplificada 22

PCR in situ. Es tracta d'una PCR que es realitza sobre un portaobjectes, on hi ha el producte per
I'amplificacio. El resultat es veu en el mateix portaobjectes i es poden detectar quantitats molt petites

de material genétic %,

RT-PCR. Donat que la PCR és una técnica que només amplifica dianes de DNA, en els casos que es
busca RNA es requereix d'un pas previ de conversidé mitjancant I'Us de retrotranscriptases (RT). El

producte amplificat resulta en un DNA complementari el qual es pot amplificar de manera normal 122,

PCR muiltiplex. Es tracta d'un tipus de PCR que permet I'amplificaci6 i deteccid de més d'una diana
diferent en una mateixa reaccié mitjancant diferents encebadors especifics. Permetent detectar DNA
de diferents virus a la vegada '%2. Malgrat que les técniques 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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técniques de PCR han permes resoldre aquesta limitacié permetent detectar DNA de varis virus alhora.
Altres beneficis addicionals d'aquesta tecnica serien un estalvi de costos, sistemes automatitzats, una
rapida obtencio de resultats, i un augment del nombre d'agents patogens que poden ser detectats amb

una sola reaccio.

Existeixen més variants de PCR, no obstant totes elles coincideixen en la necessitat de realitzar proves
posteriors per tal de detectar els amplificats, mitjancant gels d'agarosa, sistemes d’hibridaci6 en arrays

o microelectroforesis, entre d'altres.

PCR a temps real. Es un sistema de PCR en el qual els processos d'amplificaci6 i deteccié es produeixen
de manera simultania en el propi tub de reacci6. Aquest sistema pot utilitzar sondes marcades amb
fluorocroms, o molécules que s'uneixen al DNA de doble cadena emetent fluorescencia (les SYBR
Green), les quals permeten monitoritzar el procés d'amplificacié pels canvis de fluorescéncia emesos i,
per tant, elimina el procés de detecci6 posterior que s'ha de fer en la PCR convencional. Amb aquesta
PCR es pot quantificar la quantitat d'acid nucleic present a la mostra clinica. la gran avantatge d'aquesta
PCR és que permet estalviar la deteccié dels amplificats i per tant agilitza i facilita molt la deteccid. A
més, elimina les possibles contaminacions per amplicons al no ser necessari obrir ni manipular els tubs

després de I'amplificacié 2.

Actualment, per al diagnostic de les infeccions respiratories virals les NAAT més utilitzades son les PCR
multiplex i les PCR a temps real. També és possible I'Us d'ambdues NAAT combinades, aixi existeixen
sistemes de PCR a temps real amb multiples dianes. Aquestes técniques també s'han utilitzat per
detectar agents potencialment perillosos com SARS-CoV o el virus de la grip aviar, mitjancant la
inactivacié d'aquests especimens quimicament abans de I'extraccié d'acids nucleics i, per tant, reduir

aixi el risc d'una possible infeccié.

Actualment existeixen una gran varietat de NAAT disponibles comercialment per al diagnostic de les
infeccions respiratories, i algunes son sistemes totalment automatitzats. La tria d'una NAAT concreta
dependra de les necessitats de cada laboratori. Les principals diferencies entre els métodes es basen en
els virus detectats, els passos d'amplificacio i temperatures d'hibridacid, i el sistema de deteccié del
producte amplificat. En aquest sentit, existeixen sistemes d’amplificacié amb tecnologies patentades,
com soén els sistemes dependents d'una sonda lligada (MLPA, per les seves sigles en angles: Multiplex

Ligation-dependent Probe Amplification) %3125 o els sistemes d'oligonucledtids amb doble encebat
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(DPO™, per les seves sigles en anglés: Dual Priming Oligonucleotide) '2412%. Si ens basem en els sistemes
de deteccié del producte amplificat, 'amplicd es pot detectar mitjancant una hibridacié utilitzant
microarrays de DNA '30-135 microesferes semiconductores de DNA 36 o sistemes de microelectroforesis

capil-lar 124129,

A la taula 5 es mostren alguns dels principals tipus de PCR utilitzats per al diagnostic dels virus

respiratoris existents actualment.

Els resultats del diagnostic es poden obtenir en només un dia de treball, ja que en algunes de les
técniques tot el procés (des de I'addicié de la mostra fins a I'obtencié de resultat) pot durar només unes
hores, i addicionalment, algunes multiplex estan altament automatitzades, reduint al minim la

manipulacié de les mostres 2.
Altres tecniques de deteccio d’acids nucleics

A part de les NAAT, s'’han desenvolupat altres tecniques per a la deteccié d'acids nucleics en mostra,
com sén la tecnica d'amplificacié basada en seqiiéncies d'acids nucleics (NASBA, per les seves sigles en
anglés: Nucleic Acid Sequence Based Amplification), amplificacio per desplacament de cadena (SDA, per
les seves sigles en anglés: Strand Displacement Amplification), I'amplificacioé isotérmica en bucle d'acids
nucleics (LAMP, per les seves sigles en angles: Loop-Mediated Isothermal Amplification), I'amplificacio
per cercle rodant (RCA, per les seves sigles en anglés: Rolling Circle Amplification), I'amplificacio
dependent d'helicasa (HDA, per les seves sigles en anglés: Helicase Dependent Amplification), entre
d‘altres. Aquestes técniques s'han emprat per a la deteccié individual de virus respiratoris, en especial
el FLUAV. Aquestes técniques altament sensibles s’estan aplicant en alguns laboratoris clinics com a

rutina de diagnostic 2.
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Taula 5 (1)
Comparacié de les principals NAAT disponibles comercialment per a la deteccié de virus respiratoris.
PROVA FABRICANT ‘ VIRUS DETECTATS TEMPS PCR ? DETECCIO
Prodesse PCR-m
Pro-Flu + GenProbe FLUAV, FLUBV, RSV = 4h PCR-tr -
Pro-Flu ST GenProbe FLUAV (A/H3, A/HT1 i A/HTN1T) ~3h PCR-tr -
PCR-m
® ~ _
Gene Xpert® EV . EV (A, B, C, D) 2h30 PCR-tr
Cepheid
PCR-m
Gene Xpert® Flu FLUAV, FLUBV, FLUAV HT1N1 ~1h15 PCR-tr -
FLUAV (A/H5N1, A/HTN1), FLUBV, PIV (1-4), RV A/B, EV (A,
Infiniti RVP Plus AutoGenomics B, C, D), HCoV (HKU1, OC43, NL63, 229E), h(MPV A/B, RSV ~3h PCR-m Microarrays
A/B, AdV (A, B, C, E)
. PCR-m
Verigene RVNATsp Nanosphere FLUAV, FLUBV, RSV A, RSV B =4h PCR-tr -
Film Arra Idaho AdV, HCoV (HKU1, NL63, 229E, OC43), hMPV, RV/EV, ~1h PCR-m Microarravs
y Technology Inc. FLUAV (A/H1, A/H3, A/HTNT), FLUBV, PIV (1-4), RSV © - 4
Allplex™ Respiratory Full FLUAV (A/H1, A/H3, A/HT1N1), FLUBV RSV A, RSV B, AdV, ~4h30 PCR-m )
Panel Assay EV, PIV (1-4), h(MPV, HBoV, RV, HCoV (OC43, NL63, 229E)c | PCR-tr
Anyplex™Il RV16 FLUAV, FLUBV, PIV (1-4), RSV A, RSV B, EV, HCoV (0C43, ~7h PCR-m )
Detection . NL63, 229E), hMPV, RV (A, B,C), AdV, HBoV (1-4) ~ PCR-tr
eegene
Anyplex™ FluA/B Typing N PCR-m
Real-time Detection FLUAV, FLUAV HTNT, FLUBV ~2h PCR-tr
®
Seeplex® RV Influenza FLUAV (A/H1, A/H3, A/HTN1), FLUBV ~5h30 | PCR-m |Microelectroforesis

A/B One-Step Typing

poau|
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Taula 5 (2)

Comparacié de les principals NAAT disponibles comercialment per a la deteccié de virus respiratoris.

PROVA FABRICANT VIRUS DETECTATS TEMPS PCR DETECCIO
Seeplex® RV7 Detection FLUAV, FLUBV, RSV A/B, PIV 1-3, AdV, RV A, hMPV = 6h PCR-m | Microelectroforesis
FLUAV, FLUBV, PIV (1-3), RV A/B, HCoV (OC43, NL63, 229E), . .
® RV- ~ .
Seeplex® RV-12 Seegene hMPV. RSV A/B, AdV (A, B, C, D, E) 6h PCR-m | Microelectroforesis
FLUAV, FLUBYV, PIV (1-4), RV A/B/C, EV, HCoV (OC43, NL63, . .
® RV- ~ .
Seeplex® RV-15 229E), hMPV, RSV A, RSV B, AdV, HBoV (1, 2, 3, 4) 7h PCR-m | Microelectroforesis
. . FLUAV (A/H1, A/H3, A/HTN1), FLUBV, FLUCV, PIV (1-4), RV (A, .
® ~ B,
CLART® Pneumovir Genomica B, C), EV, HCOV-229E, hMPV A/B, RSV A, RSV B, AdV. HBoV 9h PCR-m Microarrays
. RSV A, RSV B, FLUAV (A/H1, A/H3, A/H5), FLUBV, hMPV, .
™ = -
XTAGT RVPYI ’\;“’I“'”elx RV/EV, AdV, PIV (1-4), HCoV (HKUT, NL63, 220F, 0C43, 5ARs) |~ 81 | PCR-m | Microesferes
olecular
. . RSV, FLUAV (A/H1, A/H3), FLUBV, hMPV, RV/EV, AdV, .
™ Diagnostics = -
xTAG™ RVP Fast V2 g PIV (1-4), HCoV (HKUT, NL63, 229E, OC43), HBoV 5h PCR-m Microesferes
. FLUAV, FLUBV, AdV (B, C, E), PIV (1-4 a/b), RSV A, RSV B, . Plaques de
Multicode PLx FraGen hMPV, RV, HCoV (229229E, OC43,NL63) ~4h30 PCRM | icrotitulacié
FLUAV, FLUBV, AdV (B, E), PIV (1-4 a/b), RSV A, RSV B, hMPV, Plagues de
ResPlex II Qiagen RV, HCoV (229E, OC43, NL63, HKU1), coxsackie/echovirus, ~5h30 | PCR-m . q . .,
microtitulacio
HBoV
RespiFinder® SMART 22 Patho Finder FLUAV (A/H1N1), FLUBV, PIV (1-4), RSV A, RSV B, RV/EV, HCoV ~4h PCR-m )
FAST (229E, OC43, NL63, HUK1), hMPV, AdV, HBoV ¢ - PCR-tr
Simplexa™ Flu A/B & Focus y . o | PCR-m
RSV Direct Kit Diagnostics FLUAV, FLUBV, RSV ~30min® | bep g

2 PCR-m: PCR multiplex; PCR-tr: PCR a temps real.
® També detecta 3 espécies bacterianes: Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae.

¢ També detecta 7 espécies bacterianes: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila, Haemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae, Bordetella pertussis i Bordetella parapertussis.

4 També detecta 4 espécies 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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INTERPRETACIO DELS RESULTATS

L'aillament en cultius cel-lulars d'un virus respiratori en una mostra respiratoria ens confirma que aquest
virus s'esta multiplicant en aquell moment. Tenint en compte que els virus només es troben en I'aparell
respiratori entre cinc i set dies, aquesta troballa ens confirma que estem davant una infeccié aguda.
Aixo també es pot aplicar a les tecniques de deteccié d'antigen. Per altra banda a I'hora d'interpretar
els resultats obtinguts per les tecniques moleculars en el diagnostic de les infeccions respiratories
viriques, en la majoria de casos en que es detecta un virus estem davant la infeccié aguda perod s'ha de
tenir en compte que pot reflectir una infeccid passada. A més amb aquestes técniques és més freqlient

detectar més d'un virus en una mateixa mostra cosa que afegeix dificultat a la interpretacié.
Co-deteccions

S'ha estimat que el grau de deteccions multiples en pacients immunocompetents, mitjancant les
técniques convencionals, és d'aproximadament entre un 5 i un 10%, i tot i que la importancia clinica no
esta del tot establerta, es creu que aquestes deteccions multiples podrien estar relacionades amb una

malaltia respiratoria més greu, especialment en nens petits 44,

Degut a l'elevada sensibilitat de les NAAT, especialment amb els sistemes multiplex que permeten
detectar amplies bateries de virus simultaniament, el nivell de co-deteccions ha augmentat
drasticament. Es desconeix com s'han d'interpretar aquests resultats, i si aquesta informacié podria

orientar els tractaments, millorar el pronostic de la malaltia o limitar I'estada a I'hospital dels pacients 2.
Infeccions persistents

La gran majoria de les infeccions respiratories per virus causen simptomes respiratoris aguts. No
obstant, s'han registrat casos d'infeccions més persistents, com és el cas dels virus parainfluenca, els
quals poden causar infeccions greus en pacients amb trasplantament de céllules mare
hematopoetiques (HSCT). La infeccio persistent per aquests virus en aquests tipus de pacients sén 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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Daltra banda, els RV també poden detectar-se en pacients asimptomatics. En un estudi realitzat amb
PCR, es va detectar RV fins a 100 dies després dels primers simptomes clinics. Aixo implicaria que en
moltes ocasions, la deteccié del RNA viral de RV en mostra clinica, podria no estar lligat a la infeccié en

curs 2.

EPIDEMIOLOGIA

Els virus patdogens humans es mantenen a la naturalesa degut a les transmissions continues entre éssers
humans o animals infectats. Les infeccions causades per virus respiratoris tenen una distribuciod
universal, perd no tots els virus infecten igual ni durant la mateixa época de I'any. Algunes infeccions
respiratories viriques poden donar-se en forma de brots epidémics, mentre que altres virus causen
infeccions respiratories endémiques durant tot I'any de manera esporadica o en petits pics. Cal tenir en
compte també que aquesta distribucié es veu afectada per la zona del mén on es doni, ja que en zones
de clima temperat, el nombre maxim d'infeccions ocorre durant els mesos freds, mentre que en zones
de clima tropical, el nombre maxim d'infeccions ocorre durant I'epoca de pluges '3’. Generalment,
s'estableix un equilibri entre el virus i les poblacions humanes, no obstant, determinats canvis antigenics
en els virus, poden proporcionar capacitats de propagacié e infeccié superiors, causant epidémies o

fins i tot pandémies, com és el cas del virus de la grip.

L'analisi epidemiologic esdevé una peca 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 diagnostic.

Per tant, a nivell de conéixer la circulacié real dels virus en el nostre medi, el diagnostic virologic és

essencial per determinar quin virus esta causant la malaltia.
PROGRAMA DE VIGILANCIA DE LA GRIP

L'estudi epidemiologic de les infeccions respiratories pren un sentit especialment important en el cas
del virus de la grip, ja que els canvis antigenics majors que es poden produir en el FLUAV, donen lloc a

I'aparicié de pandemies que afecten de manera considerable la poblacié en tots els paisos del moén.
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L'any 2009, va apareixer 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 mén, fent que I'Organitzacié Mundial
de la Salut (OMS) declarés una fase de pandemia a I'abril d’aquell any. Aquesta pandémia va durar fins

mar¢ de I'any 2010, i a partir de llavors es va declarar |a fase post-pandémica '3,

Les caracteristiques biologiques dels virus de la grip aixi com també la seva gran transmissibilitat fan
que sigui de gran importancia el realitzar una vigilancia epidemiologica que permeti identificar
preco¢cment l'aparicié d’'epidéemies i conéixer les caracteristiques dels virus que les produeixen. D’altra
banda, durant els mesos d'hivern també solen produir-se altres epidemies de virus respiratoris que,
malgrat que no tenen la repercussié de la grip, poden alterar de manera important als serveis de salut
publica. Per aquest motiu, es va dissenyar el Pla d'informacié de les infeccions respiratories 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 circulacié dels virus gripals i altres virus
respiratoris durant la temporada de la seva major activitat, aixi com detectar-ne un inici precog 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 Espafa (SVGE) de la Red de Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. Aquesta integracié ha suposat
també la seva incorporacio al European Influenza Surveillance Scheme (EISS), i ha contribuit, per tant, a

la vigilancia integral de la malaltia a Europa.

Cada any, I'Agéncia de Salut Publica de Catalunya, mitjancant el PIDIRAC, realitza un seguiment
epidemiologic de la grip, seguint les recomanacions de 'OMS. La vigilancia de la grip es basa en 'analisi
del conjunt de les dades virologiques, les dades cliniques i les dades epidemiologiques recollides, i la
seva funcio es la valoraci6 d'aquestes dades per poder establir una deteccié precog de I'epidemia gripal
i informar periodicament a les institucions adients. La Xarxa Global de Vigilancia de la grip de I'OMS
esta formada per 142 centres a diferents paisos que s’encarreguen de recollir mostres de pacients amb
sospita de quadre gripal al seu pais, i realitzar un analisi preliminar per tal de que les soques detectades
puguin ser analitzades i tipificades. Els resultats obtinguts son la base a partir de la qual la OMS

determina la formulaci6 de la vacuna front la grip cada any.
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AMBIT ACTUAL | OBJECTIUS

El laboratori de microbiologia de I'hospital de la Santa Creu i Sant Pau, és un dels pocs de I'Estat
espanyol que aborda el diagnostic de las virosis per la técnica de referencia de cultiu cellular, i que a
més complementa aquest diagnostic amb les técniques de deteccié d'antigens, abragant un ampli
ventall dels virus respiratoris que més circulen en lI'ambient. Aixi mateix, en els Ultims anys, s'’han
incorporat tecnologies de detecci6 d'acids nucleics, augmentant aixi la capacitat de deteccié dels virus

respiratoris.

Per aixo, en la realitzacié d'aquesta tesis s'han volgut enfocar dos aspectes que hem considerat
fonamentals pel millor coneixement de la infeccié per virus respiratoris i el seu diagnostic. Aquests son
I'estudi epidemiologic amb caracter retrospectiu dels virus respiratoris circulants en el nostre ambient i

I'aportacié de les NAAT al diagnostic de rutina d’aquestes infeccions.
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Aixi mateix, arran de la pandémia de grip A declarada per I'Organitzacié Mundial de la Salut, hem volgut

analitzar aquest periode de manera particular per poder congixer quina és la circulacié de la resta de

virus respiratoris en época de pandémia.

Aquest enfoc ens ha portat a plantejar-nos 5 objectius:
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Objectiu 1.

Coneixer la frequencia dels diferents virus respiratoris detectats al laboratori de microbiologia de

I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre I'any 1997 i I'any 2013.

Objectiu 2.

Coneixer la distribuci6 estacional dels diferents virus respiratoris detectats.

Objectiu 3.

Coneixer la relacié entre els virus detectats i I'edat i el sexe dels pacients.

Objectiu 4.

Determinar la freqliéncia d‘altres virus respiratoris durant la pandémia del FLUAV H1N1 pdm09.

Objectiu 5.

Avaluar |'aportacio de les técniques moleculars al diagnostic de rutina de les infeccions respiratories

viriques en la poblacié pediatrica.



MATERIAL | METODES

PERIODE D'ESTUDI

L'estudi epidemiologic de les infeccions respiratories viriques es va realitzar de forma retrospectiva amb
els resultats del diagnostic virologic de les mostres respiratories, recollides entre I'1 de gener de 1997 i

el 31 de desembre de 2013.

La valoracié de les técniques de biologia molecular aplicades al diagnostic de les infeccions respiratories
viriques es va realitzar de forma prospectiva en mostres respiratories, entre octubre de 2008 i marg del

20009.

AMBIT, PACIENTS | MOSTRES

L'estudi virologic es va realitzar a I'area de virologia del laboratori de Microbiologia de I'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'existéncia,
representa la institucié hospitalaria degana de I'Estat Espanyol. Es un hospital universitari que ofereix
una cartera de serveis d'alta complexitat, amb equipament d'Gltima generacié en les arees de diagnostic

i tractament.

L'Hospital déna cobertura principalment a I'area de Barcelona i s'estén per tota Catalunya, donant servei
a una poblacié formada per gairebé 300.000 persones. Anualment s'atenen més de 35.000 malalts
ingressats i més de 145.000 urgéncies. A les consultes externes es fan cada any unes 350.000 visites i a
I'hospital de dia s'atenen més de 75.000 usuaris. L'Hospital disposa de 136 punts d'hospital de dia, 644
llits i 21 quirofans. Constitueix referéncia tant en salut assistencial com en docéncia, ja que I'activitat en

recerca el situa com un dels centres hospitalaris més importants d'Espanya.

Per a la part epidemiologica es van incloure les mostres respiratories de pacients tant de I'hospital de
la Santa Creu i Sant Pau, com les d'altres centres (principalment altres hospitals de I'area metropolitana
de Barcelona), rebudes a I'area de virologia amb sospita d'infeccié respiratoria. Per a la part molecular

es van escollir 80 mostres pediatriques d’entre les rebudes al laboratori de microbiologia.

MOSTRES D'ESTUDI

Les mostres processades de manera rutinaria incloses a l'estudi epidemiologic van ser mocs
nasofaringis, exsudats nasals i faringis (ambdds alhora), rentades broncoalveolars i biopsies pulmonars.
No es varen processar de manera rutinaria les mostres de frotis faringis, aspirats traqueals o esputs, tot
i que podien ser incloses en I'estudi. Les mostres seleccionades provenien de pacients de totes les edats

atesos per sospita d'infeccié respiratoria virica.

Per a I'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'urgencies
pediatriques de I'hospital i amb sospita d'infeccié respiratoria virica. Els criteris d'inclusié de les mostres
varen ser: mostres amb més de 25 cel-lules/camp microscopic (400X) i amb volum residual minim de
300 pl. Les primeres 40 mostres consecutives es van aconseguir des d'octubre fins a novembre del 2008.
Les seguents 40 mostres consecutives es van seleccionar des de febrer a mar¢ del 2009. Aquestes
mostres es van recollir en dos periodes de temps diferents, per tal de no incloure els mesos amb els

virus més predominants (RSV i FLUAV) i aixi detectar el maxim nombre de virus diferents possibles.
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RECOLLIDA | 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 I'aillament.

e El moc de nasofaringe es recollia mitjancant aspiracié del moc amb una sonda. El producte es

dipositava en un tub esteril amb 2-3 ml d'una solucié salina tamponada o sérum fisiologic.

e  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 I'altre s'introduia a les foses nasals.
e Les rentades broncoalveolars eren obtingudes per broncoscopia, i es transportaven en un

recipient estéril i sense additius.

e Les biopsies pulmonars eren obtingudes pel cirurgia o I'anatomopatoleg, i es transportaven en

un recipient esteril i sense additius.

Les mostres eren transportades al laboratori rapidament després de la seva obtencio, per tal de procedir al
seu processament. En cas de retard en el transport, les mostres es conservaven a 2-4°C (nevera), perd mai

al congelador, degut a la labilitat d'alguns virus.

RECEPCIO, EMMAGATZEMATGE | PROCESSAMENT DE LES
MOSTRES

Un cop al laboratori, les mostres rebudes rebien un processament inicial, abans de realitzar I'estudi

virologic.

e 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-
acetilcisteina per cada millilitre de mostra i es va barrejar agitant durant 20 segons

manualment.
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e Exsudats nasals i faringis: Es van posar els dos escovillons dins d'un tub esteéril amb 2 ml de
serum fisiologic i es va agitar per tal que el material quedés suspés en el serum fisiologic. Un
cop barrejat, es van retirar els escovillons i es va conservar la mostra a 2-4°C fins al seu
processament.

e Biopsies i necropsies: El teixit es va esmicolar amb una fulla de bisturi es va homogeneitzar
afegint medi de manteniment (veure annex I) per fer una suspensié al 10% (10 parts

material/90 parts de medi).

Per a l'estudi epidemiologic, es van utilitzar totes les mostres anteriorment descrites, seguint la

metodologia de rutina del diagndstic virologic convencional.

Per a I'estudi molecular es van utilitzar Gnicament mocs nasofaringis, i es van processar per a l'extraccié
d‘acids nucleics durant les primeres 24 hores després de la seva recepcid. Aquestes mostres es van
conservar a 2-4°C. Un cop realitzada I'extraccié dels acids nucleics, la mostra sobrant es van congelar
a -80°C. Els extractes es van conservar a 2-4°C un maxim de 24 hores abans de |'amplificaci6 i

posteriorment es van emmagatzemar a -20°C.

DIAGNOSTIC VIROLOGIC CONVENCIONAL

Un cop realitzat el processament inicial de les mostres, aquestes s'analitzaven segons les diferents
técniques de deteccié virologiques disponibles al laboratori: técniques de deteccié d'antigens i
aillament viric en cultiu cel-lular. Addicionalment, algunes mostres es van processar amb técniques de

PCR per a I'estudi del virus de la grip.
TECNIQUES DE DETECCIO D'ANTIGEN

Les mostres es processaven per dos sistemes de deteccié d'antigen depenent de I'época de l'any.
Durant tot I'any i com a técnica de rutina es va fer servir la tecnica d'immunofluorescencia i durant
I'epoca d'hivern s'afegia la técnica d'immunocromatografia (IC). La IC s'utilitzava en horari d'urgencies
(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'Urgéncies Pediatriques i en mostres de pacients immunodeprimits.
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Immunofluorescéncia

Es van utilitzar tant tecniques d'immunofluorescéncia directa (IFD), com tecniques
d'immunofluorescéncia indirecta (IFl). Amb aquesta técnica 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, Lib, Franga) 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 realitzaci6 era el

seguent:

1. Esdipositen 30 pl de mostra en un dels dos pous del portaobjectes i es deixa assecar. Preparar
tants portaobjectes com antigens respiratoris es vulguin estudiar.

2. Posteriorment es fixa en acetona durant 10 minuts a temperatura ambient.

3. A continuaci6 s'afegeixen 30 pl d'anticos monoclonal marcat amb fluoresceina. El conjunt
s'incuba en cambra humida durant 15-30 minuts a 37°C.

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 esta

llesta per a lI'observacié microscopica (microscopi 400X).

La prova d'IFl es completava en aproximadament 50-60 minuts. El protocol de realitzacio era el segiient:

1. Esdipositen 30 pl de mostra en un dels dos pous del portaobjectes i es deixa assecar. Preparar
tants portaobjectes com antigens respiratoris es vulguin estudiar.

2. Posteriorment es fixa en acetona durant 10 minuts a temperatura ambient.

3. A continuacié s'afegeixen 30 pl d'anticos monoclonal marcat amb fluoresceina. El conjunt
s'incuba en cambra humida durant 15-30 minuts a 37°C.

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 pl de conjugat (anti-IgG) marcat amb fluoresceina. Es torna a incubar en cambra

humida durant 30 minuts a 37°C.
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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 esta

llesta per a I'observacié microscopica (microscopi 400X).

Un cop realitzada la tecnica (tant IFI com IFD), es va fer 'avaluacié microscopica per tal de determinar
la qualitat de la mostra. Per poder donar el resultat com a valid es necessitava observar un minim
numero de cél-lules de I'epiteli respiratori en la preparacié. Totes les mostres en les que es van observar
menys de 25 cél-lules en tota la preparacié es van considerar no concloents, degut a que el petit numero
de cél-lules no era representatiu de la nasofaringe o de la zona mostrejada. Els resultats es van obtenir
llegint la preparacié al microscopi de fluorescéncia (400X). La preséncia del virus s'observava per una
fluorescencia color verd poma brillant en el citoplasma i/o nucli cel-lular, que contrastava amb el color
vermell de les cellules no infectades degut al colorant de contrast blau d’'Evans (veure figura 12). En
una mostra clinica I'observacié de com a minim una Unica cél-lula fluorescent amb el patré caracteristic

es considerava positiu.

Figura 12

Patrons tipics d'immunofluorescencies: A la imatge de I'esquerra s'observa una infecci6 per
RSV en MRC-5. A la imatge de la dreta s'observa una infeccié 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 epidémics
causats per FLUAV, FLUBV i RSV. Aquest metode es comencava a aplicar cada any quan comencaven a
detectar-se els primers casos d'aquests virus mitjancant la IF i/o el cultiu cel-lular, i durava fins a la
desaparicié natural de cada virus, es per aixo que no tenia data concreta d'inici o finalitzaci6. Durant les
epoques en les que es va utilitzar aquesta tecnica, només a les mostres amb resultat negatiu, se'ls hi
realitzava la IF i I'aillament 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 técnica
es podien detectar els virus RSV, FLUAV i FLUBV.

El protocol de realitzacié de la IC és el seglent:

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 I'equip comercial) pressionant la part superior i col-locant
I'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 coixi blanc que
indica la fletxa.

4. Esretira la tira adhesiva marré del dispositiu i es tanca la prova.

5. Elsresultats 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 linies que apareixen (veure figura 13):

e En una mostra negativa, la linia de control blau a la part inferior es torna rosa/porpra i no
apareix cap altra linia.

e  Enuna mostra positiva per FLUAV, la linia de control blau apareix de color rosa/porpra i apareix
una segona linia de mostra rosa/porpra cap a la meitat de la finestra. Si hi ha una linia feble es
considera no concloent.

e  Enuna mostra positiva per FLUBV, la linia de control blau apareix de color rosa/porpra i apareix
una segona linia de mostra rosa/porpra cap a la part superior de la finestra. Si hi ha una linia

feble es considera no concloent.
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e En una mostra positiva pel RSV la linia de control blau apareix de color rosa/porpra i apareix

una segona linia de mostra rosa/porpra a sobre de la linia de control. Si hi ha una linia feble

es considera no concloent.

e Una prova resulta no valida si la linia de control resta blava o no apareix.

INTEEER GEIF & & B

Lima control rosa

Limia grip B

Lima control rosa

Liva grp &
Lima control rosa
TEZT IV ATID

Linia centrol
blawa

Mo hrua de
control

Figura 13

INTEEPRETACIO ESW

Lima control rosa

Liria BESW

Lina control rosa

0108

TEST IWALID

Lina control

klava \ J N\

Mo linia
de control

Patrons de resultats possibles en la prova d'immunocromatografia. En la imatge de
I'esquerra s'observa una interpretacio per una prova de FLUAV i FLUBV. En la imatge de la
dreta s'observa una interpretacid per una prova de RSV.

Amb aquesta tecnica, 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

técniques. Les mostres positives per virus gripals es podien inocular si hi havia volum suficient, pero

Unicament per tal de recuperar la soca.
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TECNIQUES D’AILLAMENT EN CULTIU CEL-LULAR

En totes les mostres que van arribar al laboratori per a I'estudi dels virus respiratoris es va realitzar
I'aillament en cultius cel-lular, excepte per aquelles que havien resultat positives per RSV en les técniques

de deteccié d'antigen. Aquesta técnica es va aplicar de manera rutinaria durant tot I'any.

Totes les mostres abans de ser inoculades en cultiu cel-lular, es van tractar préviament amb una barreja
d'antibiotics i antimicotics per evitar que una proliferacié bacteriana o fungica contaminés el cultiu
(veure annex ). Es va afegir la barreja antibiotic/antifingic a totes les mostres amb una proporcioé

aproximada del 10% del volum i es va deixar minim 30 minuts a 2-4°C.

L'aillament es va realitzar mitjancant la inoculacié de les mostres respiratories en sis linies cel-lulars
diferents per tal d'aillar el maxim nimero de virus respiratoris possibles, ja que no totes les linies

cel-lulars tenen la capacitat de detectar tots els virus respiratoris.
Linies cel-lulars

A la taula 6 es mostren els tipus de linies cel-lulars, el seu origen i quins son els virus que les infecten.

Taula 6
Linies cel-lulars emprades per I'aillament viric
CEL-LULES | ORIGEN | VIRUS DETECTABLE MARCA PROVEIDOR |
Linia semicontinua RSV AdV. EV. RV Vircell Innogenetics
MRC-5 diploide de pulmo ! ]
embrionari huma PIV-1, PIV-2, PIV-3 BioMérieux, S.A. | BioMérieux, S.A.
Linia continua de
A-549 carcinoma pulmonar RSV, AdV, EV, Vircell Innogenetics

N PIV-1, PIV-2, PIV-3
huma

Linia continua de
HEP-2 carcinoma de laringe
huma

RSV, hMPV, AdV, EV,

PIV-1, PIV-2, PIV-3 Vircell Innogenetics

MCDK Linia continua de FLUAV, FLUBV Vircell Innogenetics
ronyé de gos

. , RSV, FLUAV, FLUBV,
Linia continua de

LLC-MK2 ronvé de mico rhesus hMPV, EV, PIV-1, Vircell Innogenetics
y PIV-2, PIV-3

Linia continua de
RD rabdomiosarcoma AdV, EV - Majadahonda
embrionari huma
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El laboratori de microbiologia prepara les seves propies linies cel-lulars en una area aillada amb instal-lacions
exclusives per a la propagacié i manteniment d'aquestes. El procés implica I'obtencié, el manteniment i la
propagacié d'aquestes cel-lules. El laboratori també prepara els seus propis medis (veure annex ) en
aquestes mateixes instal-lacions. Els medis pels cultius cel-lulars son rics en proteines que actuen com agents
protectors dels virus, a més de presentar un pH de 7,3 imprescindible per mantenir la viabilitat dels virus

labils a pH acid o basic.

Les linies cel-lulars es demanaven noves un cop l'any (excepte les MRC-5 que era cada 15 dies) i es
mantenien en multiplicacié formant una monocapa en tubs o flascons de plastic. La propagaci6 de les
linies cel-lulars es realitzava dos cops per setmana per tal de poder disposar sempre de cél-lules a punt

per la inoculacié de les mostres.

Tot i el manteniment i propagacié de les linies cel-lulars, de totes elles, es mantenia un estoc de cel-lules

congelades en nitrogen liquid, en criocongelacié.

Inoculacié en cultiu cel-lular

El procediment d'inoculacié de les mostres en cultiu cel-lular va seguir els seglients passos:

1. Un cop seleccionades les linies cel-lulars a inocular, es canvia el medi de cultiu dels tubs i
s'afegeix 3 ml del medi de manteniment corresponent a cada linia cel-lular (veure annex I).

2. A continuacié es reparteix 0,3 ml de mostra processada en cada tub escollit i s'incuben a 37°C
en posicid estatica horitzontal per afavorir el maxim contacte entre la mostra i la monocapa
cel-lular.

3. La mostra sobrant es guarda a la nevera 4°C fins el diagnostic 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 37°C en un tambor giratori que permet la disseminacié de les
particules viriques per tota la monocapa cel-lular i I'expansié de la infecci, fins al moment de

la lectura de tubs.
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Lectura dels cultius cel-lulars

La lectura és el seguiment de I'evolucié de I'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 diariament durant

14 dies.

La multiplicacio virica es caracteritzava per I'aparicié d'un efecte citopatic (ECP) que consistia en una
lesio cellular causada per la propia infeccid virica, aquestes alteracions en les cél-lules de la monocapa
eren perceptibles al microscopi. La identificacié definitiva del virus aillat es confirmava amb técniques
d'IF. Es important no confondre un ECP amb un efecte toxic, ja que poden ser dificils de diferenciar i

aquest pot destruir tot el cultiu i inhibir la multiplicacié virica.

Un efecte toxic pot estar produit per les caracteristiques toxiques de la mostra en el moment de la seva
inoculacié o pel mal estat de la monocapa del cultiu cel-lular. En aquest casos s'ha d'intentar eliminar
I'efecte toxic 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 linia cel-lular.
En la lectura dels tubs, els diferents ECP perceptibles al microscopi es descriuen a continuacié:

e FLUAV i FLUBV: L'ECP s'observa al cap de 5-10 dies de la inoculacié i és més precog per el
FLUBV que per el FLUAV. Aquest ECP és poc caracteristic i es pot confondre amb un efecte
toxic.

e RSV: L'ECP és visible després de 2-14 dies d'incubaci6. Apareixen grans sincicis en tota la
monocapa.

e AdV: En general, les cellules augmenten de mida, s'arrodoneixen, es tornen refringents i
s'agreguen en grups o gotims caracteristics, fonamentalment a la periféria de la monocapa
cel-lular.

e EV i RV: L'ECP es dona d'una forma disseminada per tota la monocapa en 24-48 hores.
Consisteix en cel-lules refringents amb forma dendritica o arrodonida, que es desprenen amb
facilitat de la monocapa.

e  PIV: L'ECP és visible després de 5-10 dies d'incubacié. El PIV-1 déna lloc a un ECP format per

cél-lules petites i arrodonides que no sén molt aparents. El PIV-2 déna lloc a un ECP format

87



Material i Métodes

per sincicis irregulars que es retrauen de la resta de la monocapa. El PIV-3 déna lloc a un ECP
poc especific i dificil de detectar i que consisteix en l'allargament de les cél-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 pero en general és inaparent.

e hMPV: L'ECP que genera és inespecific.

Identificacio dels virus aillats:

Per la identificacié dels virus aillats tradicionalment s’aplicava a la monocapa cel-lular que presentava
I'ECP la coloracié de Harris-Shorr modificada (veure annex Il). Amb aquesta coloracié es podia definir
amb més precisid les caracteristiques de l'alteracié cel-lular. Durant el periode d'estudi, habitualment,
la identificacio definitiva del virus aillat es va confirmar amb técniques d'IF. El procediment seguia les

mateixes pautes que la IFD o IFl anteriorment explicades (apartat Immunofluorescéncia).

1. Esrasca la monocapa dels tubs de cultiu amb una pipeta esteril.

2. Es centrifuguen els tubs 10 min/2.500 rpm i es guarda el sobrenedant en un tub esteril.

3. Un cop centrifugats els tubs, s'afegeix 1 gota de serum fisiologic al tub amb el péllet i es
resuspén el contingut.

4. Es posa una gota de la resuspensié al portaobjectes de fluorescéncia, mentre que es torna a
abocar el sobrenedant al tub inicial a I'espera dels resultats.

5. Es realitza la técnica de IFD o IFl segons el virus sospitat.

La lectura dels resultats es feia segons les observacions microscopiques en base al anticds monoclonal
utilitzat en la identificacié. L'observacié de com a minim una Unica cél-lula fluorescent amb el patr6é

caracteristic es considerava positiu.

Identificacié de rinovirus

En el cas de la identificacié dels RV es va seguir un procediment diferent degut a que els RV i els EV
donen un efecte citopatic identic. Tradicionalment, es realitzava un tractament a pH acid (els EV sén
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 multiplicacioé virica en el tubs a pH 3 pero si
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en els tubs a pH 7. A partir del 14/10/2011 es va introduir la identificacié de RV mitjancant IF utilitzant

dos monoclonals diferents.

Diferenciacié de rinovirus i enterovirus mitjancant tractament pH acid. Els sobrenedants dels
cultius cellulars amb efecte citopatic 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 33°C i els altres
2 a 37°C, 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 37°C fins
a I'observacié de l'efecte citopatic. Un cop s'observa I'ECP es realitza la coloracié de Harris-Shorr
modificada. Per al procediment de la técnica de tincio, veure annex Il. Aquesta técnica té com objectiu
la coloracié de les lamines de cultiu cel-lular dels tubs Leighton, per tal de poder visualitzar al microscopi
optic les caracteristiques dels ECP causats pels virus i la seva afinitat pels diferents colorants per tal de

fer la identificacié definitiva de picornavirus.

L'ECP observat és I'aparicié d'un gran cos d'inclusid, lleugerament eosinofilic en el citoplasma de la
cél-lula, que correspon a la localitzacié de la multiplicacié d'aquests virus. Aixo té com a consequléencia
el desplacament i compressié del nucli, acantonant-lo adquirint un aspecte picnotic. 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.

Diferenciacié de rinovirus i enterovirus mitjancant anticossos monoclonals. S'utilitzaven dos
monoclonals diferents per a la diferenciacié 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 reaccié creuada amb el RV, mentre que l'altre monoclonal, el
Enterovirus ID Kit, de Diagnostics Hybrids (Quidel Corporation, California, Estats Units), no presentava

aquesta reaccié amb el RV.
El procediment tenia els seglients passos:

1. Esrascava la monocapa dels tubs de cultiu amb una pipeta esteéril.
2. A continuacio es centrifugaven els tubs 10 min/2.500 rpm i es guardava el sobrenedant en un

tub esteril.
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3. Un cop centrifugats els tubs, s'afegia 1 gota de sérum fisiologic al tub amb el pel-let i es
resuspenia el contingut.

4. Es dipositaven 30 pl del sobrenedant de la resuspensid al portaobjectes de fluorescéncia,
mentre que la resta de sobrenedant es tornava a abocar al tub inicial a I'espera dels resultats.

5. Enun dels pous del portaobjectes de fluorescencia es posava I'anticos monoclonal Enterovirus
screening PAN ENTERO BLEND, i a I'altre I'anticos monoclonal Enterovirus ID Kit.

6. A continuacio es realitzava la immunofluorescéncia segons els procediments de I'apartat 2.3.1

de deteccié d'antigens virics per immunofluorescencia.

La lectura dels resultats es feia segons les observacions microscopiques, si es detectava fluorescéncia
amb I'anticos monoclonal Enterovirus screening PAN ENTERO BLEND i no amb I'anticds 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'immunofluorescéncia dubtosa, es seguia el tractament acid segons la seccid anterior.

DETECCIO MOLECULAR DE VIRUS GRIPALS

A partir de I'aparici6 de la pandemia de grip del 2009 causada per la introduccié en el nostre medi d'un
nou virus gripal, el FLUAV H1N1 pdmQ9, al laboratori es va introduir la deteccié molecular d'aquest

virus per a totes aquelles mostres en les que es demanava exclusivament la detecci6 d'un virus gripal.

A partir del 16 d’agost del 2009. la técnica emprada va ser una PCR casolana seguint la tecnica descrita
per Suwannakarn et al. 3%, amb algunes modificacions. Aquesta técnica permetia la deteccié del virus
gripal A, el FLUAV H1IN1 pdm0Q9 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 respiratories.

Les mostres positives s'inoculaven en cultiu cel-lular Gnicament 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 tecnica eren mocs nasofaringis, exsudats nasals i faringis, i

rentades broncoalveolars.
Extraccié d’acids nucleics en mostra clinica

Com a pas previ a I'amplificacio, es va realitzar |'extraccié dels acids nucleics pel sistema automatitzat
NucliSENS easyMAG (BioMérieux® S.A., Lid, Franca). Aquest sistema permet I'extraccié i purificacié
d'acids nucleics en un procediment totalment automatitzat, mitjancant la utilitzacié de particules
magnetiques de silica. El kit incorpora tots els reactius necessaris per al procés d'extraccio. El material

subministrat es mostra a la taula 7.

Amb aquest procediment, es realitza primer una lisis de la mostra, seguida d’'una unié entre els acids
nucleics alliberats per la lisis i les particules magnétiques de silica. A la cubeta de reactius s'afegeix un
imant que captura les particules de silica, a les quals estan enganxats als acids nucleics. Durant aquest
procés, es realitzen diversos rentats per eliminar la solucié tampd de lisi i la resta de productes de
rebuig. Finalment, s'afegeix una solucié tampo d'extraccio i s'escalfa la cubeta, aixo fa que s'alliberin els

acids nucleics purs en el volum final que haguem programat.

Taula 7

Material subministrat per a I'extraccié dels acids nucleics pel Sistema automatitzat NucliSENS
easyMAG (BioMérieux®)

MATERIAL | PRESENTACIO CONSERVACIO |
DNA portador 2 x 0,060 ml Mantenir a -20°C
DNA NTC 2 x 1,00 ml Mantenir a -20°C
Silica magnetica 48 x 0,6 ml (384 det) Mantenir en nevera, 2-8°C
Puntes pipeta Biohit 960 unitats
Tampo d'extraccid 1 4 x 11 (384 det)
Tampo d’extraccio 2 4 x 11 (384 det) Mantenir a temperatura ambient
Tampo d'extraccio 3 4 x11(384 det)
Tampo de lisi 4 4 x11(384 det)

Les mostres d'exsudats nasals i faringis, necessitaven d'un tractament previ abans de realitzar-se

I'extraccio.
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e Exsudats nasals i faringis. Resuspendre els escovillons en sérum fisiologic esteril (autoclavat

dues vegades). Barrejar els tubs. Aliquotar dos tubs eppendorf amb 300 pl.

Es van utilitzar 200 ml de mostra per a realitzar I'extraccié dels acids nucleics totals. El procés de lisi es

realitzava fora del sistema NucliSENS easyMAG i en campana. El passos necessaris van ser els segiients:

1. Dispensar en les cubetes d’extraccié 200 pl de mostra i 2 ml de tampé de lisis (subministrat
amb el kit).

2. Incubar 10 min a temperatura ambient.

3. Al volum total de la solucié, s'afegien 100 pl de silice magnética (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 pl de mostra i un volum de 25 pl d'elucié. El procediment

operatiu del sistema NucliSENS easyMAG esta detallat a I'annex II.

Un cop finalitzat el procés d'extraccid, es recollien els acids nucleics purs en tubs eppendorf. Si els
extractes no s'utilitzaven immediatament, es guardaven a temperatura ambient durant 2 hores; a nevera

(2-8°C) durant 8 hores; o al congelador (-20°C a —80°C) per un periode més llarg.
Ampilificacié d’acids nucleics

L'amplificacié dels extractes obtinguts de les mostres es va realitzar mitjancant la técnica de RT-PCR
(per les seves sigles en angles: 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 viric, es requeria d'un pas previ de
retrotrasncripcié per convertir el RNA en DNA. El kit inclou una barreja d'enzims especificament

formulats per permetre primer la retrotranscripcio i posteriorment la PCR en una sola reacci6.

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 I'amplificaci6 en la
PCR. Després de la transcripcié inversa, les reaccions s'escalfen a 95°C durant 15 minuts per activar la

DNA polimerasa i, simultaniament, inactivar les transcriptases inverses.
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Per a la deteccié 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 I'extraccio.

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 técnica descrita per Suwannakarn
et al. ', 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
pandémica. 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'acid nucleic huma, sequint la tecnica descrita pel Centers for Disease Control and Prevention (CDC) i
les indicacions de I'OMS de I'any 2009 ', Els resultats de la PCR control condicionaven els resultats
anteriors, ja que un resultat negatiu del control intern podia ser indicatiu d'una extraccié inadequada
d'acid nucleic (probablement deguda a la preséncia d'inhibidors en la mostra clinica); d'una abséncia
de material cellular huma suficient en la mostra clinica que permetés una correcte deteccié; o d'una
configuracio i execucié de la prova inadequada. En aquests casos, es repetia el procés d'extraccid i

d'amplificacié una vegada més abans de descartar la mostra com a no apta.

Les senyals fluorescents es van obtenir un cop per cicle per als fluorofors FAM (518 nm), HEX (556 nm)

i Cy5 (667 nm).

Primera RT-PCR a temps real — TIPATGE GRIP A/B

Es van utilitzar 5 pl d'eluit per a realitzar la primera RT-PCR a temps real per diferenciar entre FLUAV,

FLUBV o mostra negativa. El passos necessaris van ser els seglients:

1. Esdescongelen els components del kit, les sondes, les solucions dels encebadors, el INTP Mix,
el tampé de reaccié 5x, i la RNasaP, i es col-loquen en gel. Es important barrejar bé les solucions
abans del seu Us per evitar diferéncies en la concentracié de sal.

2. Es prepara la master-mix. Per a un volum final de 25 pl, 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 |
Tampo de reaccié 5x 5l
dNTPs Mix (10 mM) 1l
Encebador F FIuA i FluB (Forward) (10 pmols/pul) Tl
Encebador R FluA i FluB (Reverse) (10 pmols/ul) Tl
Sonda FIuA i FluB (5 pmols/ul) 0,5 ul
Enzim Mix 1l
H20 8 ul
RNA (eluit) 5ul
VOLUM TOTAL 25 pl

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 |
Tampo de reaccié 5x 5l
dNTPs Mix (10mM) 1l
Encebador RNasaP F (forward) (10 pmols/ul) 1l
Encebador RNasaP R (reverse) (10 pmols/pl) 1l
Sonda (5 pmols/pl) 0,5 pl
Enzim Mix 1l
H20 10,5 pl
RNA (eluit) 5ul
VOLUM TOTAL 25 pl

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 pg/reaccio de les sequencies d'oligonucleotids (encebadors i sondes) utilitzats com

motlles del RNA diana als tubs de PCR individuals. Es van utilitzar tres conjunts d'encebadors
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i sondes Tag-Man. El nom i la seqliencia de cada sonda per a la deteccid de virus gripals a la

primera PCR estan descrits a la taula 10.

Taula 10

Encebadors per a I'amplificacié i identificacié dels diferents virus gripals. En majuscules i negreta es
mostren les bases utilitzades com a seqliencies bloquejades. Les sondes per FLUAV incorporaven el
fluorofor FAM i les sondes per FLUBV incorporaven el fluorofor Cy5.

SONDA ‘ SEQUENCIA (5" > 3") POLARITAT
Gen M FluA-M-F151 catggartggctaaagacaagacc Sentit
Gen M FluA-M-P218 FAM-acgcTcaccgTgeccAgt-BHQT 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 cctteyccattcttttgacttge Antisentit

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit); P, probe (sonda)

La taula 11 mostra les sequencies d'oligonucledtids per al control intern RNasaP.

Taula 11

Encebadors per a I'amplificacié i identificacié del control intern RNasaP. Les sondes incorporaven
el fluorofor FAM.

SEQUENCIA (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 2 ttc-tga-cct-gaa-ggc-tct-gcg-cg Sentit

F, forward (encebador sentit); R, reverse (encebador antisentit); P, probe (sonda)
2 Les sondes TagMan® estan marcades a |'extrem 5" amb el fluorofor FAM i amb l'inhibidor de la fluorescéncia,
Blackhole Extintor 1 (BHQT) (Biosearch Technologies, Inc., California, Estats Units) a I'extrem 3.

5. Programar el termociclador seguint els segiients cicles de temperatures: 1 cicle de 50°C durant
30 min, 1 cicle de 95°C durant 15 min; 40 cicles de 95°C durant 0,5 min + 54°C durant 1 min,
i finalment 1 cicle de 72°C durant 10 min. Aquest programa inclou els passos per a la
transcripcié 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 50°C per poder posar els tubs al termociclador.

Després de I'amplificacio, les mostres es podien emmagatzemar durant la nit a 2-4°C, o a -20°C 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 pl d'eluit 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 seglients:

96

Es descongelen els components del kit, les sondes, les solucions dels encebadors, el ANTP Mix,
el tampo de reacci6 5x, i la RNasaP, i es col-loquen en gel. Es important barrejar bé les solucions
abans del seu Us per evitar diferéncies en la concentracié de sal.

Es prepara la master-mix. Per a un volum final de 25 pl, 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 |
Tampo de reaccié 5x 5l
dNTPs Mix (10mM) 1l
Encebador F (forward) (10 pmols/ul) 1l
Encebador R (reverse) (10 pmols/ul) 1l
Sonda (5 pmols/pl) 0,5 pl
Enzim Mix 1l
H20 5,5 pl
RNA (eluit) 5ul
VOLUM TOTAL 25 pl

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.

Afegir 2 pg/reaccio de les sequencies d'oligonucleotids (encebadors i sondes) utilitzats com
motlles del RNA diana als tubs de PCR individuals. El nom i la seqliencia de cada sonda per a

la deteccié de virus gripals a la primera PCR estan descrits a la taula 13.
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Taula 13

Encebadors per a I'amplificacié i tipificacié dels diferents FLUAV. En majuscules i negreta es mostren
les bases utilitzades com a seqliéncies bloquejades. Les sondes per H1 incorporaven el fluorofor
FAM, les sondes per H3 incorporaven el fluorofor HEX i les sondes per H5 incorporaven el fluorofor

Cy5.

SEQUENCIA (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-BHQ 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 seglients cicles de temperatures: 1 cicle de 50°C durant

30 min, 1 cicle de 95°C durant 15 min; 40 cicles de 95°C durant 0,5 min + 54°C durant 1 min,

i finalment 1 cicle de 72°C durant 10 min. Aquest programa inclou els passos per a la

transcripcié 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 50°C per poder posar els tubs al termociclador.

Després de I'amplificacid, les mostres es podien emmagatzemar durant la nit a 2-4°C, o a -20°C 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 |'extraccid, I'amplificacié i la deteccié en una

mateixa prova. Es tractava d'una técnica qualitativa de diagnostic in vitro dissenyada per a detectar RNA

del virus de la grip estacional i de la grip nova, el FLUAV H1N1 pdmQ9, en mostres respiratories.
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El sistema GeneXpert® Dx automatitza i integra la purificacié de mostres, I'amplificacié de I'acid nucleic
i la deteccid de la seqliencia diana en mostres respiratories mitjangant la reaccié en cadena de la
polimerasa en temps real. El sistema consta d'un instrument, un ordinador personal i un software
carregat préviament per a la realitzacié de proves amb les mostres recollides i la visualitzacié 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 maxim de 24h (a 2-4°C), per a un periode més llarg es van congelar a

—-20°C.

Per a cada prova, el propi kit inclou els reactius, encebadors i sondes necessaris per a la deteccid
simultania d'acid nucleic de la grip i del control intern. El propi aparell també fa un control que permet
comprovar la rehidratacié dels reactius, la integritat de la sonda i I'emplenat del tub de reaccié (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 PRESENTACIO ‘
Encebadors (directe i invers), sondes, dNTP, transcriptasa inversa,
Cartutx Xpert FLUA Polimerasa Taq, HEPES pH 8,0, Clorur de potassi, Clorur de Magnesi, 10u
BSA (albUmina sérica bovina)
Reactiu d'unié Etanol, aigua 10x 1 ml
Pipetes 1x 140 ml

Cartutx Xpert Flu A Panel.

(1) Reactiu d'unid; (S) Mostra
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El protocol aplicat va ser el segient:

Es resuspen I'exsudat nasal i faringi en 2 ml sérum fisiologic. A continuacio s'afegeix la mostra
i els reactius al cartutx en un ordre determinat.

Obrir I'ampolla del reactiu d'unié (1) i introduir tot el contingut de I'envas de I'ampolla de
reactiu d'unié (1) en el compartiment 1 del cartutx.

Afegir el volum de 2 pipetes de mostra en el compartiment S del cartutx i tancar la tapa del
cartutx.

Seguidament es carregen els cartutxos de reactius i els tubs de mostres en les posicions
indicades a I'estacio de treball. S'ha d'iniciar la prova en els 30 minuts posteriors a I'addicié

dels reactius.

A continuacio es posen els cartutxos al termociclador i s'activa el protocol seguint les instruccions del

software del fabricant. Els passos del software GeneXpert® Dx son els segients:

i » w N

10.

Encendre I'equip i l'instrument GeneXpert® Dx.

Fer doble clic en la icona d'accés directe al programa GeneXpert® Dx.

Escriure el nom d'usuari (genexpert)

Fer clic en Create Test. Apareix el quadre de dialeg Scan Cartridge Barcode

Llegir el codi de barres del cartutx Xpert Flu A Panel. Apareix la finestra . Usant la informacié
del codi de barres, el software emplenara automaticament Select Assay, Reagent Lot ID,
Cartridge SN i Expiration Date.

En el quadre Sample ID escriure la identificaci6é de la mostra.

Afegir qui fa la prova i el tipus de mostra en el quadre Notes.

Fer clic a Start Test. En el quadre de dialeg que apareix, escriure la contrasenya (genexpert).
S’encén una llum verda a sobre del modul que s'ha d'utilitzar.

Obrir la pota del modul de l'instrument, carregar el cartutx i tancar la porta. S'encén una llum
verda i comenca el procés.

Quan ha acabat I'estudi obrir la porta del modul de I'instrument i retirar el cartutx. Llencar 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'amplificacio.
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Es podien obtenir quatre resultats diferents: positius, negatius, invalids o erronis. Els resultats positius
es diferenciava entre grip estacional A o virus gripal pandémic. En el cas d'un resultat negatiu, es
comunicava el resultat i es descartava la mostra. Finalment, les mostres amb resultat invalid o erroni, es

repetia el procés sempre que quedés mostra suficient.

DIAGNOSTIC MOLECULAR DE LA INFECCIO
RESPIRATORIA EN MOSTRA PEDIATRICA

El diagnostic virologic molecular es va aplicar sols a mostres pediatriques. Es van utilitzar 80 mocs
nasofaringis seleccionats de pacients menors de 6 anys atesos al servei d'urgencies pediatriques de
I'hospital i amb sospita d'infeccié respiratoria virica. La recollida de les mostres es va dur a terme en
dos periodes de temps diferents, per tal de no incloure els mesos amb els virus més predominants (RSV
i FLUAV) i aixi detectar el maxim nombre de virus diferents possibles. Les mostres es van processar pels
meétodes convencionals i paral-lelament es van processar també per a la deteccié d'acids nucleics amb

técniques comercials basades en sistemes de PCR multiplex.

EXTRACCIO D'ACIDS NUCLEICS

Les mostres seleccionades per a I'estudi molecular es van sotmetre inicialment a un procés d'extraccioé
dels acids nucleics mitjangant el sistema automatic £Z7 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 purificacié simultania de DNA viral i RNA a partir d'una mostra directa, en el nostre cas moc

nasofaringis.

El procés d'extraccié d'acids nucleics utilitzava una tecnologia de particules magnétiques que permetia
la purificacié d'acids nucleics, lliures de proteines, nucleases i altres impureses. El procediment de
purificacié compren 4 etapes: a) Lisis de proteines mitjancant una proteinasa K i un tampé de lisi, els
quals junts digereixen les proteines i inactiven les RNases. b) Uni6 dels acids nucleics virals a particules
magneétiques. ¢) Eliminacié dels contaminants mentre que els acids nucleics virals romanen units a les

particules magnetiques. d) Elucié dels acids nucleics purs.
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Es va realitzar I'extraccid dels acids nucleics virals amb 200 pl de mostra fresca préviament conservada

a 2-4°C. La mostra sobrant es van congelar a -80°C. Per a cada extraccié es va preparar préviament un

RNA transportador a partir del liofilitzat proporcionat al kit. Per a cada mostra es dissolen 3,6 pg de

RNA transportador liofilitzat en un volum total de 60 ul de tampd AVE. El volum total de solucié de

RNA-Buffer amb tampd AVE ha de ser de 60 pl, dels quals 50 pl es transfereixen a la barreja de lisi (aixo

es correspon amb 3 pg de RNA transportador). El material necessari per a cada extraccié es mostra a la

taula 15.

Taula 15

Materials i reactius del EZ7 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen®)

MATERIAL PRESENTACIO CONSERVACIO
Cartutxos de reactius, Virus Mini v2.0 48 u
Puntes de pipeta d'un sol Us 50u
Filtres d'un sol Us 50u
Tubs de mostres (2 ml) 100 u Tots els tampons i reactius es poden
Tubs d'elucié (1,5 ml) 100 u emmagatzemar a temperatura
RNA transportador (liofilitzat) 310 ug ambient (15-25 ° C). No congelar.
Tampo AVE 3x2ml
Q-Card Tu
Manual d'instruccions Tu

El protocol d’extraccié va ser el seglient:

Per a cada mostra, preparar una solucié de 60 ul (tampd AVE) que conté 3,6 ul de RNA
transportador préviament dissolt en un tub de 1,5 ml. Barrejar suaument amb la pipeta la
solucié 10 vegades

Carregar el tub de 1,5 ml als cartutxos de reactius subministrats amb el EZ7 Virus Mini Kit v2.0.
A continuacio es transfereixen 200 ul de cada mostra als tubs de mostra de 2 ml subministrats
amb el kit.

Seguidament es carregen els cartutxos de reactius i els tubs de mostres en les posicions
indicades a I'estacié de treball del EZ1. S'activa el protocol d'extraccié automatic segons les
recomanacions del fabricant.

Un cop finalitzat el procés es recuperen els tubs de mostra on han estat dipositats els extractes

d’acids nucleics.
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Els extractes es van conservar a 2-4°C un maxim de 24 hores abans de I'amplificacié i posteriorment

es van emmagatzemar a -20°C.

DETECCIO D’ACIDS NUCLEICS PEL SISTEMA SEEPLEX®

Els extractes s'utilitzaven per a la deteccid molecular mitjancant dos técniques diferents. La primera

técnica utilitzada va ser el sistema Seeplex® RV12 ACE Detection Kit (Seegene, Seul, Corea del Sur).

El métode Seeplex® estava basat en la tecnologia DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide), la qual
utilitzava encebadors duals per a I'amplificacié del material nucleic. A la figura 14 es mostra un esquema

de la tecnologia DPO™.

Amb aquesta tecnologia s'evitava la formacié de copies de DNA no especifiques i es generava una
elevada especificitat constant a la PCR. L'analisi dels amplicons obtinguts es realitzava mitjangant un
sistema automatitzat de microelectroforesis capillar. Aquest meétode 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.

Enllacador polideoxiinosinic 3-extrem (determinant)
/_.A._.\
¥ 3
[ N S
: ¢ 3 E'—extrem (estabilitzadaor)
h v - N——
extrem 3'
(determinant) Enllacador Polideoxiinosinic
Figura 14

Esquema del sistema DPO™. Els encebadors duals consten de dues regions encebadores separades
(una sequiencia estabilitzadora a I'extrem 5' i una seqliencia determinant a I'extrem 3') unides per
un enllacador polideoxiinosinic. La zona d’enllag te una "estructura de bombolla", que en si mateix
no esta implicat en I'encebat, sind que delimita la frontera entre I'estabilitzador de I'extrem 5' i el
determinant de |'extrem 3'.
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Retrotranscripcio del RNA.

En el cas de Seeplex®, l'extracte obtingut es va sotmetre a un pas previ a I'amplificacié de
retrotranscripcié (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 I'extraccioé a partir d'uns encebadors random proporcionats al kit.
El protocol de retrotranscripcié va ser el segient:

1. En un tub de PCR en gel, s'afegeix 1 ul de encebadors random (0.2 pg/pl), 3 pl de solucié
aquosa dietilpirocarbonat i 8 pl total del RNA extracte. S'aconsegueix un volum total de 12 pl.
Un cop utilitzats, els extractes sobrants es conservaven a -80°C.

2. S'incubadurant 3 min a 80°C i seguidament es refreda el tub en gel durant 2 min i es centrifuga
breument

3. A continuacio s'afegeix a cada tub tamp6 de retrotranscripcié (RT), la barreja de nucleotids, els
inhibidors de les RNases i I'enzim Transcriptasa inversa. Els reactius de la master-mix per a la

retrotranscripcié es mostren a la taula 16.

Taula 16

Master-mix per a la retrotranscripcié del metode Seeplex® (Seegene)

REACTIUS ‘ VOLUM
Tampd de RT (5X) 4 ul
Barreja dNTP 10 mM 2 pl
Inhibidor de RNases 1l
Transcriptasa inversa (200 u/pl) 1l
VOLUM TOTAL 20 pl

4. Obtenim un tub de PCR amb un volum total de 20 pl que incubarem a 37°C durant 90 min.
5. Posteriorment s'escalfen els tubs a 94°C durant 2 min i seguidament es refreden en gel durant

2 min i es centrifuguen breument.

Els tubs amb el DNAc es conserven a -20°C fins al moment de I'amplificacio.
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Amplificacié dels acids nucleics

Per a I'amplificacié dels extractes s'utilitzen dos multiplex simultanies separades en dos tubs diferents.
El tub A servira per realitzar la multiplex per a I'amplificacié dels virus hMPV, AdV, HCoV-229E/NL63,
PIV-1, PIV-2 i PIV-3. El tub B servira per realitzar la multiplex per a I'amplificacié 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 I'amplificacié dels acids nucleics es mostren a la taula 17.

Taula 17

Master-mix per a 'amplificacié dels acids nucleics del metode Seeplex® (Seegene)

REACTIUS VOLUM

Encebadors RV12 ACE A o B (5X) 4l
Solucié 8-Mop 3l
Solucié Master mix (2X). 10 pl
VOLUM TOTAL 17 pl

El protocol d'amplificacié va ser el seglent:

1. Descongelar i centrifugar breument els extractes de DNAc.

2. Afegir 17 pl de solucié Master-mix en tubs de PCR préviament marcats i separats.

3. A continuaci6 afegir 3 pl d'extracte de DNAc a cada tub multiplex (A i B) i resuspendre amb
pipeta. Canviar de pipeta per cada tub. Obtenim un tub de PCR amb un volum total de 20 pl

que utilitzarem en I'amplificacié.

L'amplificacid es va realitzar amb un termociclador seguint els segiients cicles de temperatures: 1 cicle
de 94°C durant 15 min, 40 cicles de 94°C durant 0,5 min + 60°C durant 1,5 min + 72°C durant 1,5 min,
i finalment 1 cicle de 72°C durant 10 min. El programa durava aproximadament 3 hores. Un cop finalitzat
el cicle d'amplificacio irradiar llum UV sobre els productes amplificats durant 20 min per evitar la

contaminaci6 creuada.

Els productes amplificats es conservaven a 2-4°C durant un maxim de 24 hores abans de la lectura dels

amplificats. El producte sobrant, es va emmagatzemar a -20°C.
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Lectura dels resultats

L'analisi dels amplicons obtinguts es va realitzar mitjangant un sistema automatitzat de

microelectroforesis capil-lar (MultiNA, Shimadzu Biotech, Kyoto, Japo).

Els amplificats es van analitzar utilitzant el kit DNA 500 MultiNA MCE-202 (Shimadzu Biotech, Kyoto,
Japo) Les mostres es van preparar préviament amb els reactius proporcionats al kit DNA 500: el tampo

de separacio i el reactiu marcador de DNA.

Les mostres es van collocar en l'instrument MultiNA juntament amb els reactius. La lectura es
automatica 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, I'analisi es va repetir una vegada més a partir dels amplificats conservats

préviament a -20°C.
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Figura 15

Esquema de visualitzacio dels resultats obtinguts per a una mostra pel metode Seeplex®: A) Imatge
virtual del gel, i B) electroferograma corresponent al gel, que mostra la intensitat de les bandes (en
I'exemple, positiu per hMPV).
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DETECCIO D’ACIDS NUCLEIS PEL SISTEMA CLART®

Els extractes s'utilitzaven per a la detecci6 molecular mitjangant dos tecniques diferents. La segona
técnica utilitzada va ser el sistema CLART® Pneumovir Kit (CLART®, GENOMICA S.A.U, Madrid, Espanya)

i revelat per hibridacié en microarrays (CLONDIAG Chip Technologies GMBH, Jena, Alemanya).

El metode 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 anglés: 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 métode estava basat en la precipitacioé d'un producte insoluble en aquelles zones del microarray
on es produia la hibridacié dels productes amplificats amb sondes especifiques. En esséncia, durant la
RT-PCR els productes amplificats eren marcats amb biotina. Després de I'amplificacié, 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 solucié
d'estreptavidina-perodixasa per fixar la unié i permetre la seva lectura posterior degut a la precipitacié
per hibridacié. Aquest métode donava resultats en aproximadament 8 hores. Un cop utilitzats, els

extractes sobrants es conservaven a -80°C.

array sintetitzat Tub AT

codi QR

. i
array impres Array

Figura 16

Esquema del tub AT utilitzat al metode CLART®. El microarray té unes mida
aproximada de 3x3 mm. La versié impresa (spotted) permet 120 sondes.
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Amplificacié dels acids nucleics

Amb aquest sistema no era necessaria una retrotranscripcié prévia. Durant el procés era necessari

treballar amb els tubs en gel.

Per a I'amplificacié dels extractes s'utilitzen dos mdultiplex simultanies separades en dos tubs diferents.

Els materials i reactius estan descrits a la taula 18.

Taula 18

Materials i reactius per a I'amplificacié del kit CLART® PneumoVir (GENOMICA)

MATERIAL DESCRIPCIO CONSERVACIO

Tubs PCR 43 pl de Master-mix per amplificar: RSV-a, hMPV-a, hMPV-b,
transparents (PCR . -20°C

e HCoV-229E, PIV-1, PIV-2, PIV-3i PIV-4 A/B
multiplex 1)
Tubs PCR colorejats 43 pl de Master-mix per amplificar: RSV-b, FLUAV, FLUBV, 20°C
(PCR multiplex 2) FLUCV, AdV, EV (Echovirus), RV i HBoV
Barreja d'enzims Barreja d’enzims RT (retrotranscriptasa) i DNA polimerasa -20°C

El protocol d'amplificacio va ser el segiient:

1. Descongelar i mantenir en gel els tubs multiplex i els extractes a analitzar.

2. Peracada tub multiplex (dos per cada extracte) afegir en primer lloc 2 pl de la barreja d’enzims
proporcionada pel fabricant (inclou un enzim RT i una DNA polimerasa) a cada tub multiplex.

3. A continuaci6 afegir 5 pl d'extracte a cada tub multiplex i resuspendre amb pipeta. Canviar de
pipeta per cada tub. Obtenim un tub de PCR amb un volum total de 7 pl que utilitzarem en

I'amplificacio.

L'amplificacié es va realitzar amb un termociclador seguint els seglents cicles de temperatures: 1 cicle
de 45°C durant 45 min + 95°C durant 15 min, 45 cicles de 95°C durant 0,5 min + 50°C durant 1,5 min
+ 68°C durant 1 min, i finalment 1 cicle de 68°C durant 10 min. El programa durava aproximadament 5

hores.

Els productes amplificats es conservaven a 2-4°C durant un maxim de 24 hores abans de la lectura dels

amplificats. El producte sobrant, es va emmagatzemar a -20°C.
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Hibridacié dels productes amplificats

Per a aquest pas es necessita una desnaturalitzacié prévia. Utilitzar el termociclador amb un cicle de

95°C durant 10 min. Immediatament després de la desnaturalitzacié 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 visualitzacio dels amplificats del kit CLART® PneumoVir (GENOMICA)

MATERIAL DESCRIPCIO CONSERVACIO
Tubs AT Subministrats segellats termicament. Conservar tancats i protegits de 49C
la llum.
Solucié SHb Solucié d'Hibridacio 4°C
Solucié DC Solucié de Conjugacié 4°C
Reactiu CJ Conjugat 4°C
Solucié RE Soluci6 de Revelatge 4°C
Solucié TR Tampo de Rentat 4°C

El protocol d'amplificacié va ser el segient:
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Preparar la soluci6 del tamp¢ de rentat (TR) diluit en aigua destil-lada (diluci6 al 10%). Per a 24
mostres, afegir 3 ml de solucié TR a 27 ml d'aigua destil-lada.

Es realitza un pre-rentat dels Array Tube (AT) afegint 300 pl de la solucié TR diluida a cada tub
i invertint els tubs 10-15 vegades. Es retira la solucié TR diluida amb una pipeta. Repetir el
rentat una segona vegada.

Per la hibridacié s’afegeixen 100 pl de solucié d'hibridacié (SHb) temperada sense que es formi
escuma. A continuacio s'afegeixen 3 ul de cada tub d'amplificacié i es resuspen amb la pipeta
perqué es barregi amb la solucié SHb. S'incuba en un termobloc durant 1 hora i mitja a 50°C
i agitacié orbital a 550 rpm.

Retirar els tubs i eliminar la solucié SHb amb pipeta. Rentar els tubs AT afegint 300 ul de la
solucié TR diluida a cada tub i invertint els tubs 10-15 vegades. Retirar la solucié TR diluida
amb una pipeta.

Afegir al tub AT 100 pl de solucié de conjugacié (DC) diluida (100 ul de diluent del conjugat
(CJ)) i 0,8 pl de solucid DC a cada tub AT). Incubar durant 15 min a 30°C i agitacio orbital a 550

rpm.



Material i Métodes

6. Extreure la solucié DC amb pipeta. Rentar dos vegades el tub AT afegint 300 pl de la solucio
TR diluida a cada tub i invertint els tubs 10-15 vegades. Retirar la solucié TR diluida amb una
pipeta.

7. Finalment afegir 100 pl de solucio revelatge (RE) a cada tub i incubar 10 min a 25°C sense

agitacio. Llegir els tubs de forma sequiencial.
Lectura dels resultats

L'analisi del patr6 d'hibridacié es va realitzar mitjangant el lector optic (CLONDIAG Chip Technologies
GMBH, Jena, Alemanya). Cada tub AT incorpora unes zones de control de la reaccié d'amplificacié i unes
zones de control d'alineament necessaries 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 sequencial seguint les instruccions del software del fabricant.
El lector optic proporcionava un informe final on s'indicaven els resultats obtinguts. Cada virus tenia un

patr6 de punts del microarray propi que venia determinat per el fabricant.

I Tubs Array (AT)

Control d'amplificacio

“ali ol intern)
Punts d'alineament (control intern

Figura 17

Esquema de visualitzacié de uns resultats obtinguts per un microarray pel metode CLART®,
Cada microarray té uns punts de control d'alineament i de control intern.

Els resultats obtinguts podien ser positius, negatius o no concloents (mostra inhibida). En el cas de les
mostres no concloents, I'analisi es va repetir una vegada més a partir dels amplificats conservats

préviament a -20°C.
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ANALISI DE DADES

Es van recollir les dades epidemiologiques de les mostres analitzades corresponents a edat, sexe i
diagnostic clinic 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 epidemiologic amb les dades

esmentades.

Per a I'analisi final dels resultats obtinguts, es van dividir els resultats en funcié dels objectius establerts

i es va analitzar cada seccié de manera individual.

Degut als diferents métodes d'analisi utilitzats pel laboratori, a part dels virus respiratoris ja esmentats
es podien detectar altres virus que també poden causar simptomes d'infeccid respiratoria perd que no
sén considerats propiament com a virus respiratoris, com és el cas dels herpesvirus 1 (HHV-1), el
citomegalovirus o herpesvirus 5 (HHV-5), el virus de la varicella-zoster o herpesvirus 3 (HHV-3) i el virus
de les galteres. En aquestes casos, els positius es van informar als metges responsables dels pacients

perd no van ser analitzats.

ANALISI EPIDEMIOLOGIC

Per coneixer la freqiencia dels diferents virus respiratoris detectats, es van recopilar les dades de tots

els virus respiratoris detectats durant tot el periode d'estudi.

Per comprovar l'existéncia o no d'una distribucié estacional dels diferents virus respiratoris, es van
analitzar individualment els resultats obtinguts en cada any de I'estudi i els resultats obtinguts en cada

mes de I'estudi. Es van aplicar proves estadistiques.

Per I'analisi d'edats, els resultats es van distribuir en diferents grups segons I'edat del pacient. Els rangs
establerts van ser el seglents: pacients menors de 6 mesos d'edat (<6 mesos); pacients entre 6 i 12
mesos d'edat (6-12 mesos); pacients entre 1i 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 (260 anys).

110



Material i Métodes

Les edats no es solapaven entre elles per tal d'evitar duplicats. Es van considerar mostres pediatriques

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 |'edat, es van classificar en un subgrup el qual es

va anomenar Edat Desconeguda (ED). Es van aplicar proves estadistiques.

ANALISI MOLECULAR COMPARATIU

En I'estudi molecular per a la comparacié entre les diferents técniques de diagnostic, es van comparar
els resultats obtinguts per les diferents metodologies i també es van recollir les dades cliniques de les

mostres seleccionades.

Per a la lectura dels resultats, es va establir un criteri de positivitat per facilitar I'analisi comparatiu: es
va determinar que una mostra es considerava clinicament rellevant o veritable positiva quan es
detectava un virus respiratori pels metodes convencionals independentment del resultat molecular, o

per ambdds métodes moleculars alhora.

ESTUDI ESTADISTIC

Per I'analisi de les dades continues, es va utilitzar la prova t-test de dades independents, mentre que
per les dades categoriques es va utilitzar la prova de Khi-quadrat. Totes les dades van ser analitzades

amb el programa d'IBM SPSS versié v20.0 (IBM Corp, Armonk, Nova York, Estats Units).

Donat que les variables estudiades van ser de tipus qualitatiu, es va realitzar un analisi 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 estadisticament significatives (quan mitjancant la prova de Khi-quadrat s'acceptava que
globalment existien diferencies estadisticament significatives). Els residuals tipificats corregits indiquen
que entre dos grups existeixen diferencies significatives quan el valor que obtenim esta per fora de

I'interval [-3, 3]. Les associacions obtingudes amb un valor de p<0,01 van ser considerades significatives.
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RESULTATS

Durant un periode de disset anys des de I'l de gener de 1997 i fins al 31 de desembre de 2013, al
laboratori de Microbiologia de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, s'han rebut un total de 36.744

mostres respiratories per estudi virologic.

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 biopsies 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 biopsies

pulmonars, en el 16,7% dels aspirats traqueals i cap en I'esput.
El total de mostres rebudes per any i la seva distribucié 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

Distribucié mensual de les mostres rebudes cada any durant el periode d’estudi.

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
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Resultats

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 I'edat del pacient.

Un total de 33.696 es van processar amb els métodes convencionals, la resta, 3.048, es van processar

només per deteccié 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 distribuci6é anual de les mostres totals rebudes i les mostres positives es mostra a la figura 18 i la

distribucié mensual de les mostres rebudes i els positius detectats es mostra a la figura 19.
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Figura 18

Distribucié 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 nimero de mostres rebudes cada any.
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Com s'observa a la figura 18, I'any amb més mostres rebudes va ser el 2009, i I'any amb menys mostres
al 1997. Les dades obtingudes demostren que el nimero de mostres positives és significativament
diferent segons I'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.

Distribucié estacional mostres rebudes/positius
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Figura 19

Distribuci6 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 nimero de mostres rebudes cada mes.

Com s'observa a la figura 19, el major nUmero 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 distribuci6 de les mostres
rebudes és significativament diferent entre el periode 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 sén
desembre i gener, seguits pels mesos de novembre i febrer. La resta de mesos de I'any, el nombre de

mostres positives detectades és significativament menor que durant el periode d'hivern (p<0,001).
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OBJECTIU 1. CONEIXER LA FREQUENCIA DELS DIFERENTS VIRUS
RESPIRATORIS DETECTATS.

Els diferents virus respiratoris detectats i la freqléncia de cada un es representa a la taula 21.

Taula 21

Total de virus detectats i percentatge de cadascun d'ells.

# deteccions positives % positius

RSV 4.008 294
FLUAV 3912 28,7
FLUBV 911 6,7
AdV 1.997 14,7
EV 1.273 93
RV 602 4,4
hMPV @ 238 512
PIV-1 155 1.1

PIV-2 100 <1
PIV-3 413 3

PIV-4 2 <1
PIV 19 <1
Total 13.630 -

2 Inici de la detecci6 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 freqiiencia en tot el periode 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 freqiiéncia inferior al 10%: els EV es van detectar amb una freqliencia del 9,3%,
el FLUBV amb 6,7% del total, i els RV amb el 4,4% del total de virus detectats. Els virus parainfluenca
més detectat va ser el PIV-3, amb una freqiiencia de deteccid del 3% dels virus totals. Els PIV-1 es van
detectar en I'1,1% dels casos, mentre que els PIV-2 van tenir una deteccié inferior a I'1% del total. En
19 casos es van detectar virus parainfluencga (PIV) que no van poder ser tipificats, i que representaven
menys de I'1% dels positius. En dos Unics casos es va detectar el virus parainfluenca 4, un cas com a
Unic virus i un cas de deteccié multiple 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 tecnica.
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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 Unic cas on es va donar una deteccié triple formada per FLUAV/AdV/EV. Aquestes co-
deteccions es van detectar en mostres processades per metodes convencionals, tret d'un Unic cas de
FLUAV/FLUBV en una mostra processada per PCR de virus gripals. Els virus que es van trobar amb més
freqliéncia en les co-deteccions van ser el RSV i el FLUAV. La combinacié més freqlent va ser

RSV/FLUAV representant el 25,7% (110/428). Les diferents co-deteccions es mostren a la taula 22.

Taula 22

Combinacio dels virus respiratoris (n1=854) detectats en co-deteccions dobles (n=427). Els resultats en
negreta indiquen el nimero de casos positius totals de cada virus.

Virus RSV

EV 41 22 5 26

RV 7 2 0 6

hMPV 2 0 1 12

PIV-1 1 4 0 7

PIV-2 0 6 1 2

PIV-3 0 5 1 6

PIV-4 0 0 0 0

PIV 0 2 2 3 2

Total 2| 218 203 35 156 114 30 21 22 11 34 1

2 El cas de deteccié multiple amb tres virus respiratoris (FLUAV/AdV/EV) no esta inclos a la taula.

En 3.048 mostres que només es van processar mitjancant 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-deteccié de FLUAV/FLUBV. Aquestes mostres no es van processar

per detectar la resta de virus respiratoris.

De les 33.696 mostres processades per méetodes 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%; I'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 I'1,3% del total de virus detectats; i el hMPV el 6,3% dels virus detectats
(n=3.793) en el periode en que es va estudiar. La resta de virus respiratoris, el PIV-2, PIV i PIV-4 van

mantenir una freqliéncia de detecci6 inferior a I'1%.
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OBJECTIU 2. CONEIXER LA DISTRIBUCIO ESTACIONAL DELS
DIFERENTS VIRUS RESPIRATORIS DETECTATS.

Distribucio anual dels virus respiratoris

El percentatge anual dels diferents virus detectats es reflecteix a la taula 23 i la seva representacio

grafica 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®

1997 451 6 6,8 15,8 15 0 03 4,4 2,2 -
1998 36,5 384 1,1 12,4 79 0,1 0,6 0,7 2,2 -
1999 171 51,7 2,2 14,6 9,8 04 12 1,6 13 -
2000 29 56,4 0,1 6,3 6,1 0 0,6 0,1 14 -
2001 38,7 8,1 1,7 19,5 20 08 6,6 1 3,7 -
2002 41,5 13,9 11,1 12,4 12,7 58 09 0,2 13 -
2003 32,5 30,6 04 17,3 10 4,7 18 0,6 2 -
2004 46,8 4 0 13,6 10,3 12,6 57 0 7,1 -
2005 38,2 22,1 50 12,0 10,7 6,8 1,6 1,1 2,5 -
2006 359 15,1 59 17,9 1.3 6,3 03 0 72 -
2007 30,6 23,5 6,0 20,7 6,9 74 0,6 1,6 2,7 -
2008 389 1.1 11,8 17,3 111 41 0,1 04 44 0,7
2009 15,5 47,2 6,5 14,1 5.2 4,2 0,5 1 18 39
2010 28,3 17,7 03 18,0 16,3 7,5 0,1 0,1 4,5 72
2011 25,3 15 19,1 15,8 78 5 03 0,2 3,6 79
2012 16,3 43,6 74 11,8 6,5 7,6 0 03 3 3,5
2013 17,3 14,1 33,1 14,4 4,3 59 2,1 03 49 3,5

2Inici de la detecci6 al desembre de 2008.
No es mostren els PIV ni els de PIV-4.
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Per tal de coneixer la distribucid 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 graficament els resultats.
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Figura 21

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 22

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 23

Virus detectats cada mes de I'any 1999.
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Resultats

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 graficament els resultats.
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Figura 24

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 25

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 26

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 27

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 28

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 29

Virus detectats cada mes de I'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 graficament els resultats.
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Figura 30

Virus detectats cada mes de I'any 2006.
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Resultats

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 graficament els resultats.
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Figura 31

Virus detectats cada mes de I'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 deteccié 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 graficament els resultats.
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Figura 32

Virus detectats cada mes de I'any 2008. No es mostra el cas de PIV-4.
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Resultats

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 graficament

els resultats.
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Figura 33

Virus detectats cada mes de I'any 2009.
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Resultats

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 graficament els

resultats.
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Virus detectats cada mes de I'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 graficament els

resultats.
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Figura 35

Virus detectats cada mes de I'any 2011.
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Resultats

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

graficament els resultats.
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Virus detectats cada mes de I'any 2012.
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Resultats

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

graficament els resultats.
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Figura 37

Virus detectats cada mes de I'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 I'estudi. Els RSV va tenir
una taxa de deteccié que va variar del 15,5 al 46,8% durant els 17 anys d'estudi. Aquestes taxes de
deteccié 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). EI RSV es va detectar durant tots els anys,
i va estar present en sis de cada 12 mesos de I'any. La representacio grafica de la distribucié 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 detecci6 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 periodes 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 periodes
als anys 1997 i 2004, no es va detectar FLUAV durant un periode de 10 mesos al 1997 i 11 mesos al
2004. La representacié grafica de la distribucio 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 deteccié 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 I'any 2007, mentre que va ser
significativament més baixa I'any 2000 (p<0,001). L'AdV va estar present de 10 a els 12 mesos de I'any.
La representacio grafica de la distribucié 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 distribucié com els AdV. La
seva taxa de detecci6 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 representaci6 grafica de la distribucié 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 distribuci6 al llarg de tot I'any. La seva taxa de deteccio 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 representacio
grafica de la distribucié 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 deteccié de hMPV es va iniciar al desembre del 2008 i des de la seva incorporacié es va detectar tots
els anys amb una taxa de deteccié 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 I'any 2011 (p<0,001). El hMPV va estar present
en sis de cada 12 mesos de I'any. La representacié grafica de la distribucié 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 I'any 2004. La seva taxa de deteccié 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 I'any, tret
de periodes on la deteccié 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 I'any 2003; i dos Unics casos I'any 2010. La representacié grafica de la distribucié 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 deteccié 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 I'any, tret del periode comprés
entre 1997 i 2001 on només es van detectar nou casos en 5 anys (incloent els anys sense deteccions).
La representacio grafica de la distribucid 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

Distribucio dels RSV, FLUAV i FLUBV detectats. Es mostren la seqliencia d'anys de 1997 fins 2005
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Figura 39

Distribucio dels RSV, FLUAV i FLUBV detectats

. Es mostren la seqiiencia d'anys de 2005 fins 2013.
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Distribucio dels AdV, EV i RV detectats. Es mostren la seqiiencia d'anys de 1997 fins 2005.
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Figura 41

Distribucié dels AdV, EV i RV detectats. Es mostren la seqliencia d'anys de 2005 fins 2013.
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Figura 42

Distribucié dels PIV-1, PIV-2 i PIV-3 detectats. Es mostren la seqiiencia d'anys de 1997 fins 2005.
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Figura 43

Distribucié dels PIV-1, PIV-2 i PIV-3 detectats. Es mostren la seqiiencia d'anys de 2005 fins 2013.
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Figura 44

Distribucié dels hMPV i les co-deteccions detectades. Es mostren la seqiiencia 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 I'any 2012. La seva taxa de deteccio 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 I'any, com no detectar-se durant periodes de 16 a 20 mesos.

Els PIV-2 no es van detectar durant els anys 2004 i 2006, i la seva taxa de deteccio 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 I'any, aixi com detectar-se només

durant un o dos mesos de I'any.

La representacié grafica de la distribucio 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 multiples es van detectar durant tots els anys de I'estudi. La taxa de co-deteccid
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 representacié grafica de la

distribucié de totes les co-detecci6 durant els 17 anys d'estudi es mostra a la figura 44.
Distribucio estacional dels virus respiratoris

Per avaluar I'estacionalitat dels diferents virus respiratoris al llarg de I'any es van agrupar el total de
casos en mesos. La distribucid estacional de tots els virus respiratoris detectats es mostra a la figura 45,
on s'han distribuit els mesos de juliol a juny per poder observar graficament els pics epidémics 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 distribucié de les mostres estudiades (veure figura 45). Alguns virus
presentaven una distribuci6 estacional en forma d'onades amb pics en mesos concrets, i altres virus es

detectaven al llarg de tot I'any.

El total dels virus respiratoris detectats segon els mesos i la seva representacid grafica individual es

mostren a la taula 24 i la figura 46.
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Taula 24

Distribucié mensual dels virus respiratoris detectats durant el periode d’estudi.

VIRUS ®

Rey 868 355 159 53 21 2 5 2 8 66 765 1704 |, 00s
21,7% 8,9% 4,0% < 1% <1% < 1% < 1% < 1% < 1% 1,6% 19,1% 42,5%

FLUAY 1.208 793 349 111 90 54 61 61 69 176 435 505 3912
30,9% 20,3% 8,9% 2,8% 2,3% 1,4% 1,6% 1,6% 1,8% 4,5% 11,1% 12,9%

FLUBY 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% 55% 9,9% 11,9%

y 63 88 128 102 162 143 110 45 51 112 152 117 1273
4,9% 6,9% 10,1% 8,0% 12,7% 11,2% 8,6% 3,5% 4,0% 8,8% 11,9% 9,2% :

Ry 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%

7 4 101 4 2 1

hMPV b > 0 8 6 > 0 0 0 0 > 238
2,9% 18,9% 42,4% 20,2% 10,9% 2,1% < 1% 2,1%

oIV 13 10 12 15 8 11 8 5 16 30 12 15 155
8,4% 6,5% 7.7% 9,7% 52% 7.1% 52% 3,2% 10,3% 19,4% 7.7% 9,7%

b2 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%

bIv3 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% 53% 4,1% 9,9% 12,3% 7,3%

PIV ! 8 0 3 3 0 0 ! 0 0 2 ! 19
5,3% 42,1% 15,8% 15,8% 53% 10,5% 53%

PIV-4 0 0 0 ! 0 0 0 0 0 0 ! 0 2

50% 50%
Total 2.631 | 2.073 | 1.385 637 626 441 332 177 243 616 1.727 | 2742 | 13.630

2l percentatge esta calculat sobre el total de cadascun dels virus. ® Inici de la deteccié al desembre de 2008.

sjeynsay



Resultats

'S2J}SOW dP OJaWNU |9 quie uodsaliod eaip e|edss,| | S3e}d919P SNJIA 9P oJawnu [e uodsailod eltanbsa ejedss,] Aunf e joinf

ap sosaw Jad jednibe uey,s 1pnisa,p sAUe /| S|9p S2JISOW S3| | SNUIA S| 'S}eIDIBP SLIojelidsal SniIA 9p B30} [9P [eUOIDE)SD 0IdNGLISI]

0

000L

000¢

000€

000r

0005

0009

Si eanbiy
SIYLISOW—— AdNYE=E  g-AldJmm  Z-A\|dJEm |-Ald=E AY AJmm  ApPY AGNT4EE AvnT{Emm ASY .
[ W v W 4 9 a N o S v [

b AR L T | e D et | el e L

4_— 00¢

00t

009

008

000L

0ocL

00¥L

009t

o8t

s1i01edIdsal SNUIA S|2P [BUOIDRISS 01oNQISI(]

149



Resultats

RSV (n=4.008) hMPV (n=238)
2000 100
1600 80
1200 60
800 40
400 20
4] o =
J A S o N D G F M A M J 1] A S o N D G F M A M ]
FLUAV (n=3.912) FLUBV (n=911)
1500 400
1200 320
900 240
600 160
300 80
0 o =
] A s (e} N D G F M A M J J A S o] N D G F M A M J
AdV (n=1.997) EV (n=1.273)
400 200

320 160
240 120
160 80
80 40
o [0}

) A 5 o} N D G F M A M 1

1 A S [e] N D G F M A M 1]

RV (n=602) PIV-1(n=155)
100 50
80 40
60 20
40 20
20 10
0 0
] A 5 O N D G F M A M I j A 5 O N D G FE M A M J
PIV-2 (n=100) PIV-3 (n=413)
50 100
40 80
30 60
20 120
10 20,
0 0
J A S © N D G F M A M I J A s O N D G F M A M J

Figura 46

Patrons individuals d'estacionalitat de cada virus respiratori. Els mesos s'han distribuit de juliol
a juny. La grafica de cada virus s'adapta a la n total detectada.
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En I'analisi individual de cada virus, s'observa que el RSV va ser més frequent durant els mesos freds, i
menys frequent en els mesos més calids (veure figura 46). La deteccié d'aquest virus era minima els
mesos de juny a setembre. La maxima prevalenca es va observar de novembre a gener i la minima
d'abril a setembre, sent significativa la relacié entre periode i prevalenca (p<0,001). El pic maxim es va
detectar cada any al mes de desembre, tret dels anys 2000 (veure figura 38) i 2006 (veure figura 39) on

el pic maxim es va registrar al gener i novembre respectivament.

El hMPV es va detectar a I'hivern i a l'inici de la primavera, amb un maxim de deteccié registrat sempre
al mes de marg¢ (veure figura 46). La maxima prevalenca es va observar de febrer a maig i va ser minima

la resta de mesos de I'any, sent significativa la relaci6 entre periode i prevalenca (p<0,001).

L'estacionalitat del FLUAV era principalment a I'hivern. La maxima prevalenca es va observar de
desembre a marg, i la minima als mesos d’estiu, sent significativa la relaci6 entre periode i prevalenca
(p<0,001) (veure figura 46). El pic maxim 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 maxim 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 maxim es va registrar durant el mes de novembre; finalment I'any 2013 el maxim es va
donar al mes de marg (veure figures 38 i 39). Tots els anys en que el FLUAV es va detectar fora dels
mesos de desembre a marg, 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 distribucio6 diferent a la mostrada

inicialment. Els diferents patrons estacionals del FLUAV es mostren a la figura 47.

En el cas del FLUBV I'estacionalitat principal va ser a I'hivern, amb un maxim registrat al mes de febrer
(veure figura 46). La maxima prevalenca es va observar de gener a marg, i la minima als mesos d'estiu,
sent significativa la relacié entre periode i prevalenca (p<0,001). El pic maxim 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 maxim al més gener (veure figures 38 i 39), coincident amb el FLUAV. La temporada
d’'hivern 2002/2003 el maxim es va registrar al mes de desembre, avancant-se a la deteccié de FLUAV i

durant I'any 2009 es va registrar al marg, dos mesos més tard que el FLUAV (veure figures 38 i 39).
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A FLUAV (n=3.912) B FLUAV (n=2.966)
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Figura 47

Patrons d'estacionalitat del FLUAV . Els mesos s'han distribuit de juliol a juny. En la imatge (B)
s’han obviat les deteccions dels mesos de maig a novembre.

La maxima circulaci6 dels PIV-2 va ser a la tardor amb un maxim a |'octubre, mentre que la deteccié va
ser minima d'abril a juny, tret d'un registre maxim de 10 casos detectats al marg de 1997 (veure figura
42). La maxima prevalenca es va observar de setembre a desembre, i la minima d'abril a juny, sent

significativa la relaci6 entre periode i prevalencga (p<0,001) (veure figura 46).

La resta dels virus respiratoris estudiats es van detectar al llarg de tot I'any. L'estacionalitat de I'AdV, va
ser principalment des de final de la tardor a la primavera, amb un maxim al mes de febrer. La deteccié
va ser minima durant els mesos d'agost i setembre (veure figura 46). La maxima prevalenca va ser de
novembre a maig i la minima d’agost a setembre, sent significativa la relaci6 entre periode i prevalenca
(p<0,001). Els EV es van detectar sobretot durant els mesos d'octubre a desembre, i de marg a juliol, i
la seva detecci6 va ser minima durant els mesos gener/febrer i d’agost/setembre (veure figura 46). En
aquest cas, la maxima prevalenca es va donar de maig a juliol i la minima al gener i al febrer, sent
significativa la relacié entre mesos i prevalenca (p<0,001). Els RV també es van detectar tots els mesos
de I'any amb un maxim de deteccié al mes de novembre i al mes de marg¢. La deteccid d'aquest virus
en respecte a la resta de virus respiratoris va ser minima especialment al gener i I'agost (veure figura
46). La relacié observada entre la maxima prevalenca de novembre/marg i la minima d'agost/gener va

ser estadisticament significativa (p<0,001).

En el cas dels virus parainfluenca, els virus PIV-1i PIV-3 es van detectar al llarg de tot I'any. El PIV-1 es
detectava sobretot al setembre a abril, mentre que el minim es registrava durant els mesos d'estiu

(veure figura 46). La maxima prevalenca es va observar a I'octubre i la minima a I'agost, sent significativa
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la relaci6 entre periode i prevalenca (p<0,001). El PIV-3 es va detectar principalment els mesos d'abril a
juny i d'octubre a desembre, amb un maxim al maig, i també durant el mes de novembre, i la seva
deteccié va ser minima durant el mesos de febrer i setembre (veure figura 46). La maxima prevalenca
va ser als mesos de maig i novembre i la minima als mesos de febrer i setembre, sent significativa la

relacié entre periode i prevalenca (p<0,001).

La distribucié estacional de les co-deteccions va ser principalment d'octubre a marg, amb un maxim
entre els mesos de novembre fins gener, i una deteccié minima als mesos de juny fins setembre. Aixi,
la relacié entre prevalenca i periode maxim (octubre-marg) i periode minim (juny-setembre) va resultar
estadisticament significativa (p<0,001). La distribucié estacional de les co-deteccions, es mostra a la

figura 48.

Co-deteccions (n=428) Els virus que es van trobar en co-detecci6 durant

100 tots els mesos de I'any van ser FLUAV i AdV. Els

80 EV iRV també es van trobar tots els mesos, menys

60 agost en el cas del EV i abril en el cas dels RV. El

40 . . . . S ler
virus amb major nimero de deteccions multiples

20

van ser el RSV i el FLUAV. Les co-deteccions dels
J A s O N D G F M A M J RSVesvandetectar durant tots els anys d'estudi.

Figura 48 El maxim de co-deteccions (n=65) en un mateix

any es va registrar I'any 2000. Pel que fa el FLUAV,
Patrons d’estacionalitat de les co-deteccions.

Els mesos s'han distribuit de juliol a juny. La de totes les deteccions detectades fora dels
grafica s'adapta a la n total detectada. mesos més freds, entre els mesos de maig i
octubre (n=32), el 94% (30/32) d'aquestes

corresponien a I'época compresa entre I'any 1998 fins I'any 2000, on es va detectar grip A cada més de
I'any, i un cas es va detectar al juliol de 2009 i un altre a I'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'Gnic cas de deteccio

multiple del FLUBV detectat al mes de juliol també va ser al 1998.
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OBJECTIU 3. CONEIXER LA RELACIO ENTRE ELS VIRUS DETECTATS |
L'EDAT | EL SEXE DELS PACIENTS.

Relacio entre els rangs d’edat i els virus detectats

Un cop estudiada la distribuci6 estacional dels virus respiratoris, es va estudiar la relacié 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 I'edat del pacient. A la taula 25 es mostren els

diferents virus detectats d'aquelles mostres que es van processar per I'estudi complet (n=33.696).

Relacié mostres/positius per rangs d'edat
B Mostres [ Positius

>
60 anys 12,9%

40-60 anys 15,5%

30-40 anys 16,1%

18-30 anys 16.2%

5-18 anys 33.2%

3-5 anys 40%

1-3 anys 52,6%

6-12 mesos 53.4%

< 6 mesos

i

38,7%

o

2000 4000 6000 8000 10000 12000

Figura 49

Relacié 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 I'edat del pacient.

Taula 25

Relacié dels diferents virus detectats segons el rang d'edat en mostres processades per estudi
complert de virus respiratoris (n=33.696). >
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VIRUS/EDAT

Mostres 11.229 4143 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%
o 4205 2.120 3.097 862 804 115 170 370 381 179
Mostres positives ” 37,4% 51,2% 50,8% 42,7% 32,2% 15,5% 15,8% 15,1% 12,7% 40,3% 12303
RSV 1.932 791 884 122 49 22 36 57 44 71 4008
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 3178
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%
£V 526 192 302 87 78 5 6 25 26 26 1273
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
Virus© 6,4% 3,6% 2,9% 3,3% 41% 11,7% 8,7% 8,4% 7,0% 1,6%
hMPV ¢ 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 5 213
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
PIV 4 3 / 3 ! 0 0 0 ! 0 19
< 1% < 1% < 1% < 1% < 1% < 1%
Deteccions multiples © 140 93 110 25 25 5 3 11 6 9 427
Total virus detectats 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%

2ED, edat desconeguda. ° El percentatge esta calculat sobre el total de mostres rebudes en cada rang. © El percentatge de cada virus esta calculat sobre el total de
virus detectats en cada rang. ¢Inici de la detecci6 al desembre de 2008. ¢ Totes les infeccions multiples son dobles, tret d'un cas d'infecci6 triple detectada dins el
rang 6-12 mesos. 'El percentatge esta calculat sobre el total de mostres rebudes en cada rang.
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En general es va observar que el major nimero de mostres es rebien de pacients menors de 6 mesos,
pero el major numero 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 diferencies trobades entre els grups d’'edat van ser estadisticament significatives
per a tots els virus detectats (p<0,001). La representacid grafica de la distribucié 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 pediatrics, observavem 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 deteccio 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 ambdés 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 11i 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-1i 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
deteccié van ser el PIV-3, PIV-1i PIV-2, en pacients d'entre 3 i 5 anys, i el PIV-2, PIV-1i 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 3i 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
30140 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 deteccié
van ser el PIV-1, hAMPV i EV, en pacients d’entre 18 i 30 anys, i el PIV-2, PIV-1i 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 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 ambdos rangs (veure taula 25 i figures 50). Els virus amb menor taxa de deteccié 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 |'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 maxim nimero 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
Relacié dels virus gripals detectats per PCR segons el rang d'edat.

VIRUS/EDAT <6m 6-12Zm 1-3a 3-5a 5-18a 1830a 3040a 40-60a

Mostres 60 18 58 35 103 324 383 729 | 1305 | 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 1 1
Total 1 5 10 7 42 144 154 222 293 1 899

2 ED, no es va poder recuperar la informacié de I'edat.
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Figura 50 (1)
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Relacié 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.
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Relacio 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 I'estudi estadistic. En total es van analitzar 13.410 virus

respiratoris positius.

La representacié grafica 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 freqlient 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 freqiient en aquests dos rangs d'edat que en la

resta (p<0,001) (veure figura 51).

La deteccid dels virus gripals va ser significativament major en pacients pediatrics 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 freqlents en aquesta franja d'edat que en la resta (p<0,001) (veure figura 51). La deteccié d'EV i
RV va ser significativament major en pacients pediatrics que en adults (p<0,001). En ambdés casos, tant
els EV (n=1.247) com els RV (n=599), es van detectar més freqlientment en nens menors de sis mesos
d'edat, sent els percentatges de deteccid del 42% i 46% respectivament en aquest rang d'edat, pero en
el cas dels EV la freqliencia de deteccié en nens d'un a tres anys d'edat, va ser major que la dels RV

(veure figura 51).

La deteccid dels virus parainfluenca va ser significativament major en pacients pediatrics que en adults
(p<0,001). En tots els casos, els PIV es van detectar més freqlientment 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

Relacio 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 I'edat.
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Distribucio dels virus segons el sexe

Per a aquesta part de I'estudi es va tenir en compte tant la relacié entre els virus detectats i el sexe dels
pacients dels quals es van rebre les mostres, com la relacié entre el sexe i '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 informacio6 del sexe del pacient,
tal i com es reflecteix a la taula 27. La ratio home:dona de les mostres rebudes va ser 1,3. De les 3.048
mostres estudiades només per virus gripals mitjancant PCR, 1.575 (51,7%) corresponien a homes, i 1.446

(47,4%) corresponien a dones. La ratio 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, aixo representava una ratio de 1,2. Entre els casos de infeccié multiple, el 50,7% (217/428) eren
homes i el 48,1% (206/428) eren dones. Aixi 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 ratio de 1,2 (veure taula

27).

Taula 27

Total de virus detectats segons els sexe del pacient i la ratio total.

MOSTRES/VIRUS Homes desf:::gu . hor;'::::ma Valor de p
Mostres 20.441 16.009 294 13 -
Mostres positives 7.269 5.825 107 12 -
RSV 2.215 1.753 40 13 0,371
FLUAV 2.033 1.842 37 1,1 0,001
FLUBV 492 415 4 12 0,137
AdV 1.154 833 10 14 0,034
EV 731 530 12 14 0,089
RV 331 266 5 1,2 0,392
hMPV @ 137 101 0 14 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 13 0,460
PIV-4 2 0 0 - -
PIV 12 7 0 17 -
Total virus detectats 7.487 6.031 112 1,2 -
Co-deteccions 217 206 5 1.1 0,080

2nici de la detecci6 al desembre de 2008.

162



Resultats

Segons cada virus respiratori, en tots els casos, es van detectar més positius en pacients homes que en
dones tot i que l'estudi estadistic no va donar diferencies significatives en la deteccié dels principals

virus respiratoris segons el sexe del pacient, tret del cas del FLUAV on la p<0,001 (veure taula 27).
Relacio de les mostres positives segons sexe i edat.

La relacié home:dona de les mostres estudiades i de les positives segons els rangs d’'edat establerts es

mostra a la taula 28.

Taula 28

Relacié entre el sexe i els rangs d'edat.

SEXE/EDAT ‘ 6-12m ‘ 1-3a
Mostres 6.193 | 2.364 | 3457 | 1.027 | 1.445 526 724 1.780 | 2.649 276
H
Mostres 2340 | 1.229 | 1.718 436 460 120 143 321 395 107
positives® | 378% | 520% | 497% | 425% | 31,8% | 22,8% 19,8% 18,0% 149% | 388%
Mostres 4934 | 1.770 | 2670 | 1.023 | 1.147 533 718 1.382 | 1.645 187
D
Mostres 1.820 878 1.373 433 386 138 177 266 277 77
positives® | 369% | 496% | 514% | 423% | 337% | 259% | 24,7% 19,2% 16,8% | 412%
Mostres 162 27 29 2 8 6 15 21 10 14
ED
Mostres 56 18 16 0 0 1 4 5 1 6
positives® | 346% | 667% | 552% 16,7% | 267% | 23,8% 10,0% | 42,9%
Ratio 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 informacié de I'edat; SD: no es va poder recuperar la informacié
del sexe. ? El percentatge esta 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 ratio 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 ratio era menor que 1 (més dones que homes). La diferéncia en la proporcié de mostres

positives segons el sexe i en respecte a I'edat va ser estadisticament significativa (p<0,001).
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OBJECTIU 4. DETERMINAR LA FREQUENCIA D'ALTRES VIRUS
RESPIRATORIS DURANT LA PANDEMIA DE FLUAV H1N1 PDMO09.

Al 2009, arran de I'aparicié del FLUAV H1N1 pdm09, 'OMS va declarar I'existéncia d'una pandémia de

virus gripal que va durar des de I'abril del 2009 fins al marg del 2010.

Durant aquest periode 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 métodes convencionals 661 (33,7%) van ser positives.

Els diferents virus respiratoris detectats durant el periode pandémic es reflecteixen a la taula 29, i la

representacioé grafica del periode pandémic es mostra a la figura 52.

Taula 29

Virus respiratoris detectats amb les tecniques convencionals i moleculars durant el periode pandemic.

VIRUS CONVENCIONAL MOLECULAR TOTAL
RSV 260 - 260
FLUAV 57 407 464
FLUBV 2 - 2
AdV 128 - 128
EV 79 - 79
RV 54 - 54
hMPV 2 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 Ultims 5 anys (a partir del 2008).
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Figura 52

Virus respiratoris detectats durant la pandémia del FLUAV H1N1 pdm09. Els mesos s'han distribuit
d'abril a marg coincidint amb el periode d'alerta de la OMS.

Dels 673 virus respiratoris obtinguts mitjancant els metodes convencionals, el RSV (38,6%) va ser el virus
més detectat, seguit per I'AdV (19%) i I'EV (11,7%)(veure taula 29). Tots els 407 virus gripals trobats per

deteccié molecular, van resultar ser FLUAV.

Es va comparar la deteccié dels diferents virus respiratoris detectats durant tots els anys entre els mesos
d'abril fins marg, per poder comparar-los amb el periode pandemic. Es van tenir en compte totes les
mostres estudiades, sense diferenciar entre métodes de diagnostic. Els resultats obtinguts es mostren

a la taula 30.
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Taula 30

Comparacid entre les mostres i els virus respiratoris detectats durant la pandemia de FLUAV H1N1
pdm09, i les mostres i els virus respiratoris detectats durant les temporades corresponents al mateix
periode de la resta d'anys Els virus detectats durant el periode de la pandémia es mostren en groc.

ANYS RSV FWAV FIUBV AdV EV RV PV1 PV2 PV3 hMPV® 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 - 1262 | 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 1973
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 24 38 782 2.248
12/13 112 83 222 67 47 48 1 27 16 625 1.981

2S'inclouen només els Ultims 5 anys (a partir del 2008).

El FLUAV va representar el 43% dels virus detectats durant la pandemia (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 I'any previ ni el posterior. El maxim de deteccié de FLUAV en tots
els anys es va donar durant el periode d'abril a marg 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 nimeros

similars a la resta d'anys de |'estudi.
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OBJECTIU 5. AVALUAR L'APORTACIO DE LES TECNIQUES
MOLECULARS AL DIAGNOSTIC DE RUTINA DE LES INFECCIONS
RESPIRATORIES EN LA POBLACIO PEDIATRICA.

Resultats globals

Durant un periode total de cinc mesos, es van recollir un total de 80 mocs nasofaringis per a I'estudi en
parallel, juntament amb els metodes convencionals, dels virus respiratoris utilitzant metodes de
deteccié molecular de PCR multiplex. Les primeres 40 mostres es van aconseguir des d'octubre fins a
novembre del 2008 i les seglients 40 es van seleccionar des de febrer a marg del 2009. Es van utilitzar
dos técniques de deteccié molecular diferents, la técnica Seeplex® i la técnica CLART®. Els resultats
obtinguts dels diferents métodes de diagnostic 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 técnica 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

FLUBV 0 3
HCoV-0C43 ND 5 ND
HBoV ND ND 16
PIV-4 ND ND 1
FLUCV ND ND 1
HHV-5 2 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

2 Es va detectar un Unic cas positiu per HHV-5 per IF/CC. No s'inclou a la comparacio al no tractar-se d'un virus
respiratori. ND, No detectable per la técnica corresponent.
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Del total de 80 mostres de mocs nasofaringis inclosos en I'estudi, es van detectar 37 casos positius per
técniques convencionals, 40 casos positius pel metode Seeplex® i 62 positius pel metode CLART®. A
més, mitjancant les NAAT, es van detectar 40 positius per virus respiratoris en les mostres on les
técniques convencionals eren negatives. Unicament 3 mostres (4%) van donar negatives amb totes les

técniques utilitzades (taula 31).

Mitjancant el métode Seeplex® es van detectar 11 virus respiratoris més que amb els metodes
convencionals. Amb el métode 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 méetodes convencionals el virus més detectat va ser I'AdV, el qual va ser el segon
virus més detectat per ambdues NAAT. Els RV van ser els virus més frequentment detectats per PCR,

perd amb els métodes convencionals només es va detectar en dos casos (taula 31).

Pel que fa als virus que només es podien detectar mitjancant una técnica, el métode CLART ® va detectar
16 HBoV, 1 FLUCV i 1 PIV-4 de més, i el métode Seeplex® va detectar 5 HCoV-OC43 addicionals. En un

Unic cas es va detectar un positiu per HHV-5 mitjancant les técniques convencionals.
Es van obtenir 30 infeccions multiples mitjancant les NAAT i cap per les convencionals.

En 19 casos les mostres van resultar inhibides pels NAAT, 10 mostres mitjancant el metode Seeplex®

(12,5%) i 11 per CLART® (14%). Només dues mostres van ser inhibides per ambdds métodes.

Comparacio entre metodes convencionals i moleculars.

Degut a les diferéncies en els virus detectables per les tecniques utilitzades en I'estudi, la comparacié
entre els tres metodes, 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 técniques van ser: RSV, AdV, RV,
hMPV i PIV-3. En el cas dels EV es van comparar les dues técniques 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 clinicament rellevants). D'aquestes mostres, 36 es van detectar per IF/CC
independentment del resultat molecular i 10 van ser positives Unicament per les dues NAAT. La deteccié

viral coincidia entre les tres tecniques en 20 de les 36 mostres. De la resta de mostres, el resultat de

168



Resultats

IF/CC coincidia amb només una tecnica 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 Unic cas el resultat molecular va resultar inhibit per ambdues técniques de PCR.
Addicionalment, en les mostres positives per IF/CC, les NAAT van detectar altres virus respiratoris. En
totes les mostres positives Unicament 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 clinicament rellevants,
es va determinar la sensibilitat de les tres tecniques 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. Atés que
els EV només es podien detectar mitjancant la técnica de IF/CC i CLART®, no es van incloure en els

calculs.

Taula 32.

Total de virus detectats per cada técnica 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 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%° 90%

2 En el cas de Seeplex®, es consideren un total de 46 virus positius degut a I'exclusié del EV. ND, No detectable per
la técnica 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, mitjancant el métode CLART® es van detectar 16 HBoV, 13 (81%)
dels quals es trobaven en co-deteccié amb un altre virus respiratori, i mitjancant el métode Seeplex®

es van detectar 5 HCoV-OC43, 3 (60%) dels quals es trobaven en co-deteccié6 amb un altre virus
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respiratori. Segons els virus considerats clinicament rellevants (criteri de positivitat), només es van
detectar 4 co-deteccions reals, tots ells detectats mitjangant les NAAT. Aixo 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-0C43 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-0C43 AdV

55 hMPV hMPV + HCoV-0C43 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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Analisis clinic i demografic

Respecte I'analisi clinic i demografic, no es van obtenir dades significativament rellevants. Els virus
respiratoris detectats segons la clinica del pacient es mostren a la taula 34. Per a I'estudi de la clinica,

es van considerar tots els virus respiratoris possibles detectats per alguna de les tres técniques.

Taula 34

Global de virus respiratoris detectats amb les tres tecniques d’estudi.

VIRUS ITRS ITRI TOTAL
RSV 4 9 13
AdV 11 7 18
EV 4 6 10
hMPV 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 técniques convencionals.

Del total de 80 mostres avaluades, 39 corresponien a pacients amb infeccié del tracte respiratori
superior (ITRS) i 41 eren de pacients amb infeccié del tracte respiratori inferior (ITRI). La distribucié
segons el virus no va seguir un patré significativament definit segons la clinica 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 tendéncia clinica tant per RSV (9/11) com per AdV (9/14). Aixi 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 técnica, es va observar que Unicament els HBoV
tenien una distribucié superior en ITRI. La resta de virus detectats en totes les mostres cliniques es van

detectar amb freqiiéncia similar en ambdos grups clinics.
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L'analisi estadistic no va revelar una relacié significativa entre els virus detectats i cada grup clinic. Els

virus respiratoris detectats segons el quadre clinic es representen a la figura 53.

Cuadre clinic
18
16
14
12
10
8

6
4
2
0

RSV | AdV EV | hMPV RV PIV-3 | FLUBV | HCoV | HBoV | PIV-4 | FLUCV
ITRS| 4 11 4 3 16 1 2 3 5 0 1
H [TRI 9 7 6 5 15 5 1 2 11 1 0

Figura 53

Virus respiratoris detectats segons el quadre clinic (ITRS o ITRI). No s'inclou el HHV-5 detectat per
les tecniques convencionals.

Finalment, pel que fa a la distribucio estacional de les mostres recollides, es va observar que el resultat
obtingut era diferent depenent del virus estudiat. Degut a la separacié temporal de la recollida de
mostres, es van analitzar dos epoques estacionals diferents: principis de tardor i finals d'hivern. Tots els
RSV detectats es van trobar durant la tardor. Aixi mateix, tots els FLUBV i hMPV detectats es van trobar

Unicament durant I'eépoca d'hivern. La resta de virus estudiats es van detectar durant els dos periodes.

L'analisi estadistic no va revelar una relacié significativa entre els virus detectats i I'eépoca de recollida
de la mostra. La distribucié estacional dels diferents virus respiratoris detectats es mostren a la figura

54.
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Distribucio estacional

25
20
15
10
5
0 L_- I I J
RSV | AdV EV  hMPV| RV | PIV-3 PIV-4 |FLUBV FLUCV| HBoV HCoV
m TARDOR| 13 4 0 21 5 1 0 0 10 1
B HIVERN 0 14 8 10 1 0 3 1 6 4
Figura 54

Distribucié estacional dels virus respiratoris detectats segons el quadre clinic. No s'inclou el HHV-5
detectat per les tecniques convencionals.
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Les infeccions respiratories agudes causades per virus sén una de las causes més frequients de consulta
i hospitalitzacio, en especial pediatrica, degut a la seva morbimortalitat. Existeixen una gran diversitat
de quadres clinics associats amb aquestes infeccions, amb diferents nivells de gravetat, que van des del
refredat comu fins a processos més greus amb afectacio de les vies respiratories baixes '#'. Una mateixa
sindrome respiratoria pot estar causada per diferents virus, i un mateix virus pot originar diverses
sindromes. La inespecificitat del quadre clinic fa imprescindible la realitzacié d'un diagnostic
microbiologic per determinar I'agent etiologic causant de la infeccié 4. Tradicionalment, el diagnostic
virologic de les infeccions respiratories s'ha basat en l'aillament i la identificacié del virus mitjancant
cultiu cellular i/o en técniques de deteccid d'antigen, per RSV, FLUAV, FLUBV, PIV, AdV, RV i EV. Els
avencos en la biologia molecular i particularment el desenvolupament de técniques basades en la PCR,
han augmentat la rendibilitat diagnostica i han permeés la deteccié de més virus respiratoris i, sobretot

d'aquells que no es multipliquen o ho fan molt pobrament en cultiu cel-lular > 45142143 com sén els

175



Discussio

hMPV, SARS-CoV, HCoV-NL63, HCoV-HKUT1, els HBoV i els descoberts més recentment com els

poliomavirus humans Kl i WU 4.

Amb aquest treball s'ha pretes coneixer la frequencia i la distribucid en el nostre medi dels diferents
virus causants d'infeccié respiratoria, durant el periode compres entre 1997 i 2013. També es va voler
analitzar la influéncia d'algunes variables com I'época de I'any, el sexe i I'edat del pacient, en els resultats
obtinguts. Paral-lelament, també es va avaluar I'Us dels sistemes de detecci6é d'acids nucleics per PCR
en el diagnostic virologic. Els principals punts forts del treball que es presenta son I'elevat nombre de
mostres analitzades i la llarga durada de I'estudi, que ens permet assolir una visié global molt amplia,
amb la que podem reflectir I'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. Aixo pot constituir
una limitacié a I'hora de comparar amb altres estudis. D'altra banda, les limitacions propies de les

diferents técniques emprades també han pogut condicionar els resultats.

Actualment existeixen pocs treballs epidemiologics que englobin més de deu anys d'estudi com el
nostre. La majoria de treballs estan basats en periodes de no més de cinc o sis anys " 144153 No
obstant, hi ha tres estudis realitzats amb una cobertura de temps més llarga >*'%, on destaca I'estudi
de Khor et al. " que van realitzat un treball epidemiologic de 27 anys. A Espanya s'han publicat estudis
epidemiologics sobre virus respiratoris que només recullen una o algunes temporades 8%, que
versen sobre virus concrets 6163, o que estan restringits a només un grup de pacients '%. Fins a la data
de la publicacidé d'aquesta tesis, no s'ha trobat cap treball a Espanya que reculli I'epidemiologia de
diferents virus respiratoris, en una amplia poblacié i que cobreixi un periode de més de cinc anys

consecutius.

En el nostre treball es van analitzar els resultats de 36.744 mostres respiratories. 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 epidemiologics utilitzant metodes
convencionals han trobat percentatges de positivitat entre 34% i el 43% en pacients adults o de totes
les edats 44 153154 mentre que els autors que han treballat només amb poblacié pediatrica ™1 145 146
157,165 han trobat un percentatge de positivitat que va del 26,4% al 59,7%. Les diferéncies 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 4> 154, No obstant, en el cas
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de I'estudi de Khor et al. '>” 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
I'estudi de RV ni EV. Finalment, Artiles-Campelo et al. ', utilitzant tecniques de detecci6é 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 clinica de bronquiolitis i que I'edat mitjana dels pacients de I'estudi va ser de
dos mesos. Els nostres resultats en aquest grup d'edat mostren una positivitat del 34%, i podriem
explicar la diferencia pel fet de que els nostres pacients presentaven diferents quadres clinics d'infeccié

respiratoria.

Pel que fa als estudis epidemiologics realitzats fonamentalment utilitzant técniques de PCR, ja sigui a
temps real o PCR multiplex, els percentatges de positivitat descrits estan per sobre dels nostres i van
del 43,2% fins al 75% 148152155, 166-169 | a5 diferéncies de deteccié en aquests estudis respecte al nostre
treball, probablement siguin degudes a la superior sensibilitat de les técniques moleculars i a que el
panell de virus respiratoris detectats inclou els PIV-4, diferents HCoV i els HBoV i la nova especie de RV-

C, els quals no es multipliquen en cultiu.

A més de la metodologia emprada en el diagnostic, és de gran importancia el tipus de mostra recollida
per dur a terme una deteccié optima dels virus respiratoris. Es considera al moc nasofaringi com la
mostra de referéncia per I'estudi de virus respiratoris, i els exsudats nasals i faringis com a la millor
alternativa 4 6779 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 deteccié 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'eleccid, sobretot en la poblacié pediatrica, per la seva major sensibilitat *.

La distribucio de les mostres analitzades va ser homogenia durant els 17 anys d'estudi amb I'excepcio
de I'any 2009 on el nombre de mostres rebudes va ser el doble que la resta d'anys. Aquestes dades
s'expliquen per la introduccié al nostre medi del FLUAV H1N1 pdmQ9 en el context de la pandémia

declarada per I'OMS I'any 2009.
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L'analisi dels resultats positius de cada any individual ens ha permes observar que no hi ha la mateixa
freqliencia, ni la mateixa distribucié de cada virus durant tots els anys. No obstant i tal i com esperavem,
les infeccions per virus respiratoris, tot i variar en intensitat i distribucié any rere any, poden tenir certa
predictibilitat, particularment en climes temperats amb les estacions definides com és el nostre cas.
Diferents estudis epidemiologics que recullen informacié de varis anys consecutius, mostren també
patrons estacionals d'infecci6 virica clarament marcats segons els virus que estudien 148 149,155, 157,171,
172 Les infeccions respiratories viriques encara que les podem trobar al llarg de tot I'any, tendeixen a
presentar brots epidémics durant les temporades d'hivern ™6 171 En el nostre estudi, el major nombre
de mostres rebudes i també la major deteccié de virus respiratoris es va donar durant els mesos de
novembre a marg (66% i 77,5% respectivament), mentre que als altres mesos, coincidint amb els
periodes anuals més calids, el nombre de mostres rebudes i deteccions era molt inferior. L'augment de
casos d'infeccid respiratoria especialment durant els mesos més freds s'ha relacionat amb factors
ambientals 73 74 Es coneix que en climes temperats com el nostre, la deteccié de RSV, FLUAV i AdV
esta inversament relacionada amb la temperatura 737>, i encara no esta clarament definida la relacié
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 I'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 relacié
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 son dependents de la humitat relativa '7°. Aquesta associacié
de virus i factors climatics podria tenir a veure amb dues situacions: la primera, que les persones
romanen més a casa els dies freds o plujosos, facilitant la disseminacié del virus als altres membres de
la familia i la segona que les condicions fredes i seques de I'ambient afavoreixen la transmissié virica
(menys en el cas de RV). Tot i que les baixes temperatures per si soles no poden causar una infeccio,
sembla que podrien causar simptomes respiratoris '7>. En els articles de Silva et al. 73 i Khor et al. %7,
ambdds en climes tropicals, es relaciona directament la deteccié dels virus respiratoris amb la humitat

relativa, especialment durant I'época de pluges 1>7- 173,

EI RSV va ser el virus detectat amb més frequéncia durant tot el periode 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 |'estudi
complert de virus respiratoris. Aquesta dada concorda amb alguns treballs publicats on s'estudien
diferents virus respiratoris en poblacié pediatrica i adults i que troben uns percentatges que van del

29,1% al 42,1% 144 152,154,156, 167. 178 j &5 diferent d'altres treballs que troben percentatges superiors al
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70% 141,146,157, 162 Aquesta diferéncia en el percentatge podria ser deguda a que aquests Ultims treballs
van ser realitzats només amb mostres obtingudes de nens petits, en especial en nens menors de sis
mesos d'edat 146157 amb infeccié respiratoria o en nens amb diagnostic clinic de bronquiolitis 41 162, Es
ampliament conegut que el RSV és la principal causa d'infeccio respiratoria en nens petits 163171, 179-184
i concretament de bronquiolitis ™ 163 175,181 En el nostre estudi I'elevat percentatge de poblacid
pediatrica (71,5%) explicaria el perque el RSV ha estat el virus més detectat durant tot el periode, ja que
el 91,6% dels RSV detectats es van trobar en menors de tres anys d’edat. No obstant, la infeccié 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 6768 154185 Ajxj 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 I'obtinguda en estudis
que han utilitzat métodes moleculars i que han reportat taxes de deteccié que van del 1,8 al 20% de
casos positius per RSV en pacients adults amb afectacid respiratoria 3% 178 186 187 | 5 cerca activa
d’aquest virus que es considerava casi exclusivament pediatric, en pacients de totes les edats, ha portat

a reconéixer el seu paper en la infeccioé respiratoria en adults.

La infeccié per RSV es presenta amb una distribucié estacional molt marcada. En el nostre medi es
detecta cada any entre els mesos de novembre i febrer (92%), i és gairebé inexistent durant I'estiu.
Durant els 17 anys de I'estudi Unicament 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 epidémics
cada any durant els mesos d'hivern 168 171.172.178 | 5 circulacié del virus es troba associada a la baixa
temperatura exterior 7> tant de I'hemisferi nord com a paisos de I'hemisferi sud, on la detecci es
produeix als mesos juny, juliol i agost 8. Per contra, als climes tropicals, la deteccié esta més associada

a la época de pluges 57165173 o pot donar-se durant tot I'any 156179,

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 1% 18 j en canvi resulta superior a la trobada per altres autors que només detecten
aproximadament un 8% de FLUAV en el total de virus detectats 46157, Aquestes diferéncies ens mostren
que tot i que la infeccié per FLUAV es presenta en forma epidemica 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 mar¢ i només el 6,2% de juny a
setembre. Es coneix que en climes temperats de I'hemisferi nord com el nostre, la infeccié per FLUAV
es presenta en forma epidemica principalment durant els mesos d’hivern i és practicament inexistent
durant els mesos d'estiu 1> 78 En el cas dels estudis realitzats en I'hemisferi sud, la infeccié per FLUAV
també es donava principalment durant els mesos freds . Per contra, en els climes tropicals, la seva

detecci6 esta més lligada a I'época de pluges ¢ o es pot trobar durant tot I'any 56157,

Excepcionalment, durant els anys 1998, 1999, 2000 i 2009, es va detectar FLUAV durant tots els mesos
de I'any, aixi com a l'estiu de I'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
183, fent que augmentés la seva circulacio, tant als Estats Units com a Europa ' 9. Els casos de I'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 I'época epidémica
habitual '9>1%4, Finalment a I'abril del 2009, 'OMS va declarar una pandémia causada per un nou FLUAV
(FLUAV H1N1 pdm09), que va durar fins marg 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 '#°,
ha resultat el virus respiratori detectat amb més freqliencia en els pacients de més de divuit anys. El
percentatge de deteccid d'aquest virus respecte a la resta de virus respiratoris, augmenta amb |'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 poblacio de totes les edats, troben una variacié similar a la nostra
154,168,178 | es infeccions per virus respiratoris es repeteixen al llarg de la vida essent, en general, els
quadres clinics cada vegada més lleus. La diferéncia 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

previament per I'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. "4, en un clima semblant al nostre, van detectar uns percentatges molt més
alts, 13,5% de positivitat per FLUBV, i Lin et al. ™ en un estudi realitzat a Taiwan, un 15,9%. Tot i que

ambdds estudis es van realitzar emprant metodes de cultiu cel-lular, en el cas de Lina I'estudi va durar
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Unicament 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 incidéncia de la infeccié per FLUBV és variable segons els anys % i no es
detecta tots els anys '>°. En aquest sentit, el nostre estudi confirma aquest fet ja que I'any 2004 no es
va detectar FLUBV i durant els anys 2000, 2003 i 2010, la detecci6 d'aquest virus no va superar el 0,3%
del total. L'amplitud del nostre estudi, ens ha permeés obtenir una visié 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 incidéncia del FLUBV és diferent fins i tot segons les comunitats i en una mateixa

temporada epidémica 1%,

En el nostre estudi el FLUBV es va detectar principalment entre gener i marg (87% de tots els FLUBV)
coincidint amb altres estudis '8, i en general, després de I'epidemia causada pel FLUAV 7. Aixi mateix,
aquest virus es detectava sobretot en nens d’edat escolar i adults joves, tot i que tots els grups d'edat
sén susceptibles a la infeccié. En la nostra série la poblacié més afectada eren els nens de 5 a 18 anys

d'edat, resultats que concorden amb la bibliografia consultada 474 141,

El hMPV va representar el 5,1% del total dels virus detectats. Aquestes dades son semblants a les
obtingudes per altres autors que reporten valors que oscil-len entre el 4 i el 5,7% 48149751 tot i que, a
diferéncia de nosaltres que utilitzavem IF, els autors esmentats utilitzaven metodes de deteccié d'acids
nucleics. En altres casos, el percentatge de positius emprant tecniques de PCR és major que el nostre,
Schlaudecker et al. 1%, mitjancant una PCR multiplex detecten un 8,1% de hMPV i Tanner et al. %7 un
11,3% amb una PCR a temps real. Al llarg dels anys analitzats hem pogut veure que la infeccié per hMPV
es donava normalment després dels casos d'infeccié 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 7% 155 178 s
considera que la major part dels nens menors de cinc anys ja han estat infectats per hMPV 70 198 En el
nostre estudi, la incidéncia de la infeccié per hMPV es va detectar sobretot en els nens de menys de

tres anys d'edat tal com apunten altres autors 1%,

Els AdV van ser els tercers virus més detectats durant tot el periode 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 6. En canvi, en un estudi realitzat en un camp de

refugiats a Kenya durant els anys 2007 i 2010, troben que I'AdV és el virus més detectat (21,7%) '*°. En
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aquest cas, aix0 podria ser degut a les condicions de vida en que es trobava la poblacid, considerades
d‘alt risc per la transmissié d'infeccions, sobretot per la gran densitat de poblacid en espais petits i
tancats, i les condicions higiéniques dels campaments '#°. Els AdV es van detectar durant tot I'any
coincidint amb alguns treballs publicats 41 146. 155178 tot i que la freqliéncia va ser superior entre finals

de tardor i principis de primavera (80%), com també han trobat alguns autors 15> 157,199,

Els EV i els RV son picornavirus que fins fa poc es consideraven géeneres diferents i que recentment s'han
agrupat taxonomicament en un mateix génere (veure taula 1 i taula 3). Aquest dos grups de virus es
poden diferenciar amb relativa facilitat amb els metodes convencionals d’aillament i identificacié en
cultiu, perd no totes les técniques moleculars comercialitzades permeten aquesta diferenciacié (taula

5).

En el nostre estudi realitzat amb técniques 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 deteccié més elevada que la nostra, com Lina et al. * que refereix que els RV eren el 10% dels
virus detectats o Lin et al. '*> que esmenten que els EV eren un 22% dels virus detectats. No obstant,
aquests treballs es van realitzar durant només una temporada epidémica 4 o dues temporades . En
el nostre cas que es van analitzar 17 anys consecutius, la deteccié 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 variacié va
ser d'un 0,1% I'any 1998 a un 12,6% l'any 2004.

Utilitzant PCR a temps real alguns autors han detectat amb més freqiiéncia RV que RSV en nens menors
de sis mesos "%, 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 ', Els percentatges de RV que
s’han trobat amb aquestes técniques, van del 29,3% en mostres de pacients de totes les edats %7 al
38% en mostres de nens menors de cinc anys '“8. 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 64,
Aquest elevat percentatge ve donat per qué s'incloien mostres de seguiment dels pacients d'estudi fins
I'alta hospitalaria. D'altra banda en la majoria dels treballs realitzats amb tecniques de PCR multiplex no
es diferencia entre EV i RV 131.152.166.200 Fn aquests treballs, les taxes de deteccié per EV/RV varien del

21,5 al 35%.
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En general, els resultats obtinguts amb técniques moleculars per la deteccié de RV son superiors als
obtinguts amb técniques de cultiu cel-lular. Els RV son els agents causals més comuns de les infeccions
respiratories de vies altes i se sap que també causen infeccions asimptomatiques. En la poblacié infantil
s'han detectat RV, per técniques moleculars entre un 12 i un 32% de nens asimptomatics 73. La deteccid
de RV en aquests casos pot reflectir diferents situacions com I'eliminacié perllongada després d’'una
infeccié simptomatica, la preséncia de simptomes molt lleugers que passen desapercebuts o I'estat
d'incubacié de la malaltia 73. En aquest sentit les taxes de deteccié més baixes obtingudes amb els
metodes convencionals podrien ser degudes a que reflecteixen les infeccions actuals. Per altra banda
cal tenir en compte la recent descripcié de I'espéecie de RV-C. Els virus d'aquesta espécie no es detecten

amb els metodes convencionals.

Tants els EV com els RV mostren un caracter endémic '>>. En general, RV i EV tenen una corba de
distribucié bimodal, amb pics estacionals a la primavera i la tardor 4> 2% 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) ° i els EV sobretot entre els mesos de marg i juliol (51% dels

EV) i també durant octubre i desembre (30% dels EV) 43,

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 simptomes de
bronquiolitis, on els RV representaven el 21% dels virus detectats i els EV el 9% 2°1. En aquest estudi, no
obstant, tant els EV com els RV es van determinar mitjangant técniques de PCR, mentre que la resta de
virus respiratoris es van determinar emprant técniques convencionals. D'altra banda, en estudis
realitzats en poblacid pediatrica, es va observar que I'edat mitja d'infeccié per EV/RV era de 2,4 anys

d'edat 2%, aixi com que els EV es troben sobretot en pacients entre un i cinc anys d'edat 4.

El grup dels PIV va constituir el 5,2% dels virus detectats. Els PIV-1 van representar 1'1,1%, 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
s6n similars a les d'Ostlund et al. 4, que en un estudi realitzat amb mostres de pacients de totes les
edats, troben que el 6,7% del total dels virus detectats son PIV. D'altra banda els estudis realitzats només
amb mostres pediatriques difereixen dels nostres resultats. Aixi 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 aixi
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els de PIV-2 (2,3%) que van ser superiors 6%, Altres autors que també s'han centrat en aquest tipus de
poblacié #1157, detecten els PIV com els segons després del RSV com a causants d'infeccié respiratoria
en nens, dades molt diferents a les nostres, en les que son els sisens en freqliéncia. Aquests autors
troben una positivitat similar a la nostra en quan a PIV-1 i PIV-2 (1,3 i 1,0%, respectivament), pero
detecten PIV-3 amb una freqiéncia del 7,8% ', mentre que en un altre estudi la detecci6 del PIV-1 era
del 3,1%, el PIV-2 el 0,9% i el PIV-3 el 7,8% '’. Podriem atribuir les diferéncies en la detecci6 d'aquests
virus al tipus de poblacié 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 I'any ni dels anys i varia
segons les zones geografiques 2. 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 '>>. Els nostres casos d'infeccio per
PIV-1 es van presentar gairebé durant tots els anys d'estudi, tret de I'any 2012. Aixi mateix, tot i tenir
una distribucié al llarg de tot I'any, es van detectar principalment durant la tardor, aquestes dades
coincideixen amb altres autors que els van detectar principalment entre setembre i desembre 2. Per
contra, en un clima tropical els PIV-1 es troben durant els mesos de mar¢ a maig '*. 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 I'any 1997 on es van
detectar 10 casos al marg, i no es va detectar cap cas en els mesos de maig i juny. Aquesta distribucié
estacional dels PIV-2 coincideix amb la descrita per alguns autors " 172, tot i que altres conclouen que
no presenten un patr6 estacional concret 7 o que presenten un patrd bianual 72, Nosaltres no hem
pogut establir aquests comportament, tot i que les diferents deteccions de PIV-2 semblaven seguir la
tendencia d'aparéixer cada dos anys. Finalment, el PIV-3 va ser el PIV més detectat en el nostre estudi,
presentant una distribucié estacional amb pics epidemics 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 57172,

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 cellulars i pel que habitualment no es realitza la detecci6 d'antigen. Els estudis que inclouen

aquest virus presenten una positivitat del 4,1% %6 al 5,8% 62.

Pel que fa a I'edat, els casos d'infeccié per PIV-1i PIV-3 es van detectar principalment en nens menors
de sis mesos, mentre que en el cas del PIV-2 el major nimero de casos va ser en menors de sis mesos

i en el rang entre un i tres anys d'edat. Aixd concorda amb els treballs consultats que descriuen les
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infeccions més greus per PIV-1i PIV-2 en nens de entre quatre mesos i sis anys mentre que el PIV-3 es

comporta com el RSV 8,

Com a resum general podriem 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'epidémies anuals durant el mesos d’hivern
i principis de primavera, generalment entre novembre i marg. En la nostra experiéncia el primer que es
detecta sol ser el RSV al mes de novembre, seguit del FLUAV, el FLUBV i per ultim el hMPV al mes de
febrer i fins I'abril. A banda de les epidémies dels mesos d'hivern causades pels virus ja esmentats,
també s’han detectat casos d'infeccié respiratoria al llarg de la resta de I'any, causades per altres virus
com els AdV, els EV, els RV i els PIV-3. Aquests virus son endemics en diferents arees geografiques 4>

154,155,175 j en la nostra experiéncia, també en la nostra.

Amb la millora constant de les técniques pel diagnostic de les infeccions respiratories viriques s'ha
observat un increment en el nimero de co-deteccions de diferents virus respiratoris '*°. Aquest fet és
més frequent quan s'augmenta el ventall de virus estudiats i quan s'utilitzen diferents técniques
simultaniament com la deteccié d'antigens o técniques de deteccié d'acids nucleics. L'increment és
especialment significatiu al utilitzar les técniques moleculars on el que es detecta son fragments d'acids
nucleics i no particules infectives com és el cas del cultiu cel-lular '*°, Les dades de co-detecci6 virica
utilitzant técniques convencionals com el cultiu i/o deteccié d'antigen, i algunes de les primeres
técniques moleculars, donaven una xifra al voltant del 10%, mentre que actualment amb les tecniques

moleculars actuals, la xifra ha augmentat fins a més del 44% en els nens petits *C.

En el nostre estudi utilitzant metodes de deteccié d'antigen i aillament 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 técniques convencionals per a la deteccié " 7, no aixi en el
cas dels que van utilitzar técniques moleculars. Comparant amb estudis que utilitzen métodes de PCR,
els nostres resultats estan molt allunyats dels reportats a la literatura, on la freqliéncia de co-deteccions
va des d'un 10 al 50% 4% 167. 168,202 ner tant pensem que el nostre nombre de co-deteccions més baix
estaria lligat a les técniques utilitzades, donat que amb les técniques moleculars es poden detectar més
virus respiratoris diferents. L'impacte clinic real de les co-deteccions encara ens resulta desconegut,
alguns autors parlen d’'una relacié entre un curs clinic més greu i la deteccidé de més d'un virus respiratori

202 mentre que d'altres no troben la mateixa associaci6 2%,
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En aquest treball, la co-deteccié més freqiient va ser entre RSV i FLUAV, a I'igual que descriuen Ostlund
et al. >4 Per altra banda Ambrosioni et al. % descriuen com a co-deteccions més frequents les de RV i
AdV, atribuint-ho al fet que sén virus que es troben durant tot I'any. Aixi mateix, sembla que les co-
deteccions entre diferents virus respiratoris no son aleatories. En un estudi publicat per Tanner et al. 1%’
es mostrava que hi havia associacions més comuns entre alguns virus, i destacava la freqiiéncia
d'associacio entre RV i AdV, mentre que era menys comu entre virus gripals i RV. Els nostres resultats
també demostren una baixa freqliencia de I'associacié 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 son 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 maxim de
virus positius detectats. En el nostre cas, utilitzant els métodes convencionals, es donen sobretot en el
periode estacional en el que la circulacié de virus és més intensa i concretament quan circulen RSV i
FLUAV. En canvi quan s'utilitzen metodes moleculars (dades mostrades taula 33), els virus que es troben
amb més freqiiéncia en les co-deteccions son els virus que es detecten al llarg de tot I'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 poblacié pediatrica (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 poblacié adulta. Aixi mateix, entre la poblacié pediatrica, 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 perqué és en aquesta edat que tenen el primer contacte amb aquests virus i la
infeccid dona lloc a manifestacions cliniques més evidents i a vegades més greus. També degut a
aquesta circumstancia, la carrega viral és significativament més gran que en els adults %8 en els que les
infeccions solen ser de repeticio. A més, el petit diametre de les vies respiratories i el desenvolupament
incomplet de l'estructura pulmonar, poden explicar el per que els nens tenen més malalties causades
per virus respiratoris '%8. D'altra banda, tot i que els menors de sis mesos son 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

proteccid front alguns virus respiratoris durant els primers mesos de vida deguda als anticossos materns

5
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En mostres pediatriques 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 deteccio dels virus
respiratoris diferents als virus gripals en els adults pot haver estat subestimada, ja que, el 27,4% de les
mostres respiratories d'adults es van processar només per la deteccié dels virus gripals. A més, els adults
ja tenen un cert nivell d'immunitat a través de I'exposicid prévia als mateixos virus respiratoris, per la
qual cosa l'excrecié del virus pot no durar tant com en els nens 78 i la carrega virica ser més baixa '8,
D’altra banda hi ha un major nimero de co-deteccions en I'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 68,

Pel que fa a I'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 deteccié d'infeccions en homes que en dones
concorda amb alguns treballs, en els que es descriu el sexe masculi com el més afectat pels diferents
virus respiratoris 145 152 157. 165,184,199 an canvi altres autors, detecten més infeccions en el sexe femeni
151,153 Ara bé, les dades son dispars, ja que Shatizadeh et al. *° associa una major deteccié de RSV, PIV-
1, virus gripals i hMPV amb el sexe femeni, i una major deteccié d’AdV amb el sexe masculi, a diferencia
de Muenchhoff et al. '8, que diu que el RSV i el PIV estan més associats al sexe masculi. En el nostre
estudi no es van trobar diferencies significatives en la freqliencia de deteccié 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 significacié estadistica.

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 limpacte de les hormones sexuals, en especial els estrogens, en el
desenvolupament del sistema immune 8. No obstant, tot i que en condicions normals les dones
semblen tenir una predisposicid 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 respiratories viriques que els homes. Una possible explicacié 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 respiratories que les

mares que cuiden els nens a casa 2%, Per altra banda hi ha més risc de desenvolupar una malaltia
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respiratoria en una familia en la que hi ha un membre que estigui malalt, ja que els principals

introductors de malalties son els nens petits en edat preescolar i els segiients son les mares 2%,

A l'abril de 2009 I'OMS va declarar el comengament d’'una pandémia causada per un virus gripal A
(FLUAV H1N1 pdmQ9) i que va durar fins el mar¢ de 2010. Coincidint amb aquesta pandémia, en la que
la deteccid d'aquest virus va ser prioritaria, també van circular altres virus respiratoris. En la nostra
experiéncia, dels virus trobats durant aquest periode, 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 pandemic, els altres virus respiratoris detectats per quatre laboratoris
regionals diferents van ser per ordre de freqléncia els RV, RSV, PIV, AdV i hMPV 2%, En la nostra
experiéncia, la deteccié més frequient 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 tecniques emprades
en els laboratoris abans esmentats, I'elevat nUmero de RV i PIV fa pensar que les técniques emprades
eren moleculars, a diferencia 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 interferéncia entre el FLUAV H1N1 pdm09 i el RSV, ja que durant
la pandémia, el pic d'incidencia del RSV es va retardar respecte a altres anys 295-207_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 incidéncia

del RSV i la grip pandémica van ser independents, al contrari del que es va registrar a Franga 2%,

Es coneix que diversos virus circulen simultaniament entre la poblacié i que les manifestacions cliniques
de la infeccio respiratoria virica no son especifiques d'un virus concret '67-206_ En aquest sentit els nostres
resultats mostren la circulacié frequent d'altres virus durant les epidémies o pandémies de virus gripals.
Més del 50% dels virus detectats en pacients amb infeccié respiratoria durant la pandemia 2009/2010

corresponien a altres virus respiratoris.

Les proves d'amplificacié d'acids nucleics (NAAT) s'han convertit en una alternativa que ofereix una alta
sensibilitat en comparacié amb els métodes convencionals 4> 29209 Tot i que les tecniques basades en
la PCR estaven limitades inicialment pel baix nombre de virus que podien ser detectats en una sola

prova 42 186,210.211 ‘actyalment ja hi ha disponibles nombrosos assajos de PCR multiple comercialitzats,
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que permeten detectar diversos virus en un Unic assaig, incloent aquells que no es podien detectar pels

métodes convencionals 123-129, 135,

Aixi doncs, es van avaluar dues técniques basades en diferents tecnologies moleculars, els sistemes
Seeplex® i CLART®, per tal de comparar-los amb els métodes convencionals, la immunofluorescéncia
(IF) i el cultiu cellular (CC). Ambdues NAAT han estat aplicades per altres autors 124-123.134.135 pero no
tots utilitzaven dos metodes convencionals per a la comparacié i tret de Culebras et al. %, cap altre

treball comparava les dues NAAT entre si.

La principal troballa d'aquesta comparacié va ser que les NAAT donaven resultats diferents entre elles.
Aquest fet podria ser especialment preocupant tant en el diagnostic correcte de I'etiologia viral d'un
procés infeccids com en la practica clinica. Moltes variables poden afectar els resultats obtinguts per
les NAAT i per tant dificultar la comparacié entre elles. Pel que fa a la mostra, aquestes variables sén
I'edat del pacient, el tipus de mostra, la seva correcta obtencié i en quin moment es fa I'extracci6 212, Al
laboratori, les principals variables son si la mostra es processa immediatament o no, el métode
d'extraccid d'acids nucleics utilitzat i les propies instal-lacions del laboratori. Finalment, una variable

addicional seria la propia experiéncia del personal que realitzi tots els processos.

Com era d'esperar, les NAAT van detectar més virus que les técniques convencionals. Al comparar
Seeplex® i CLART® amb els métodes convencionals, els resultats de CLART® concordaven amb els
dels convencionals amb més freqiiéncia i tenien una taxa de deteccid més elevada que els de Seeplex®.
Una de les causes podria ser el ventall diferent de virus cobert per cada tecnica. Ambdues NAAT han
estat préviament estudiades per altres autors, pero els métodes utilitzats com a gold standard eren
diferents 124129, 134,135 Ajx0 posa en evidéncia que el principal inconvenient per a la comparacié de

diferents NAAT és la falta d'un veritable gold standard.

Tant els metodes 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'aillament en CC resulta necessari donada la poca sensibilitat de la IF, i el nombre d'AdV aillats
coincidien amb els detectats per les NAAT. Aquests resultats coincideixen amb I'experiéncia assolida
pel nostre grup en les Gltimes dues décades i també amb els resultats d'altres autors 4> 128 213,214 Gj
tenim en compte els virus detectats només per PCR, observem que aproximadament el 72%

corresponien a RV, hMPV, HCoV-0C43, PIV-4, FLUCV i HBoV, que no es detecten facilment amb les
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técniques convencionals, ja sigui per falta de reactius antigenics o per la dificultat de multiplicar-se en
cultiu. Tot i aixi, les NAAT han estat clau per al diagnostic de nous virus que no es multipliquen en els
cultius cel-lulars habituals, com es el cas dels HCoV i HBoV, i la nova especie de RV (RV-C). En el nostre
cas, es van detectar 16 HBoV , i cinc HCoV-0OC43 mitjancant I'inica NAAT que incloia aquests virus . Aixi
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 aportacio la capacitat de confirmar la viabilitat i infectivitat

d'un virus respiratori i el descobriment de nous virus o serotips préviament no identificats 4.

Malgrat les altes expectatives en les NAAT, no sempre donen un resultat valid donat que en alguns
casos s'observa una inhibicié de la reaccio i aixo representa un gran inconvenient d'aquestes tecniques.
La inhibicié es dona principalment per les caracteristiques propies de la mostra en si i/o del protocol
d'extraccio, encara que altres aspectes inherents als metodes també poden afectar-ne el resultat. En el
nostre cas, ambdues NAAT van donar resultats inhibits, 10 mostres mitjancant el métode Seeplex®
(12,5%) i 11 per CLART® (14%). Unicament en dos casos les mostres van resultar inhibides per ambdues
técniques, el que suggereix que possiblement els inhibidors estaven a la mostra o hi va haver problemes
a I'nora d'obtenir I'extracte. Ara bé, en la resta de mostres inhibides, els resultats obtinguts diferien
entre les dues tecniques, tot i utilitzar el mateix extracte, aixo ens suggereix que els propis métodes i
reactius utilitzats en I'amplificacié i deteccié poden inhibir I'amplificacio, el que implica una dificultat

afegida.

Per altra banda, si s'utilitzen Unicament NAAT, ens podem trobar amb que determinats virus no siguin
detectats per qlestions de disseny de la proba. Aixi, és obvi que si els reactius moleculars no contenen
els encebadors i sondes per a un determinat virus, aquest no sera detectat. Aquest fet és especialment
rellevant en situacions cliniques on el ventall d'agents etiologics pot ser molt ampli incloent virus que
sén poc freqlents. Aquest pot ser per exemple el cas dels virus no considerats com estrictament
respiratoris i que en el grup de pacients immunodeprimits poden donar afectacié en aquest nivell, com
és el cas de I'herpesvirus huma 5 detectat pel CC. Una altre limitacid, 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 situacid 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

diagnostic només en NAAT 216,
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Les NAAT han creat un nou escenari en el diagnostic de les infeccions respiratories virals, el gran nimero
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 mitjancant les técniques convencionals. En comparacié amb Seeplex®, la tecnica
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
pediatriques 3135, 'elevat nombre de co-deteccions trobades pot ser degut a que la poblacié d'estudi
era pediatrica, ja que en aquest tipus de pacients es pot presentar més d'un quadre infeccids a la vegada

i es dificil discernir entre infeccions presents o passades 4% 208 209,212,

Aixi, la pregunta important seria, quina és realment la rellevancia clinica dels resultats obtinguts per les
NAAT? Donat que cobreixen un ampli ventall d'agents etiologics, aquestes técniques poden ser
especialment Utils en pacients immunodeprimits o en estat critic, tot i que el seu impacte clinic encara
no esta ben definit 22% 22, No obstant aix0, com mitjangant les NAAT es poden detectar fragments
d'acids nucleics, independentment de la presencia d'antigens virals o de virus amb capacitat infecciosa
477 un resultat positiu podria reflectir una infeccié present o bé una infeccid anterior 4% 208209212 Fp
aquests casos, la determinaci6 de la carrega viral podria ser un indicador per predir la correlacié d'un
virus i un determinat quadre clinic, perd aquesta relacid no esta encara ben establerta per a les

infeccions respiratories viriques 8 217,

La prevalenca dels virus respiratoris detectats mitjancant les NAAT, difereix entre els nens simptomatics
i asimptomatics 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 infeccié
respiratoria causada per un Unic virus, pero si sembla que I'eliminacié del virus és més perllongada '*°.
Alguns virus, com ara el RSV, s'associen generalment amb malaltia clinica, i la seva detecci6 en pacients
amb simptomes respiratoris, implicaria que es tracta de I'agent etiologic causant de la malaltia en curs.
Per contra, virus com els RV, HCoV i HBoV solen trobar-se frequientment en nens asimptomatics 8> 223,
i per tant la seva deteccid no necessariament implica que juguin un paper etiologic en els pacients amb

simptomes respiratoris, Es necessiten més estudis sobre aquesta quiestio.

L'adequat maneig de les infeccions requereix de la capacitat, per part del laboratori, de generar resultats
dins d'una escala de temps clinicament rellevant. El laboratori de microbiologia ha de tenir-ho en
compte a I'nora d’escollir una prova diagnostica. Les NAAT sén més rapides que el CC, el qual requereix

entre dos dies i 14 dies, mentre que la majoria de PCR multiplex poden donar un resultat entre sis i nou

191



Discussio

hores. No obstant aixo, la majoria de NAAT no son més rapides que la IF o la IC. Certes proves d'IC per
RSV o FLUAV/FLUBYV, sén les més rapides que existeixen i proporcionen un resultat amb una especificitat
molt alta, en especial pel RSV, en aproximadament 15-30 minuts 2?4, Per tant, en époques de situacid
epidemica, les quals es donen en el nostre medi cada temporada, I'Us de tecniques d’IC com a primera
tria per a la deteccié 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 analisi amb técniques

més sensibles, ja sigui per cultiu o per PCR, per poder determinar I'agent causal de la infeccié 112222,

Per tant, la combinacié de diversos métodes de diagnostic per les infeccions respiratories virals segueix
sent una excel-lent opcid. 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 tecniques. Si be és cert que
les NAAT s'estan utilitzant cada vegada més, creiem que necessiten un major desenvolupament. Esta
demostrat que aquestes técniques sén particularment Utils en la deteccié de nous virus respiratoris i en
donar un resultat rapid, pero la interpretacié no sempre resulta senzilla. Sens dubte, el gran repte que
planteja el diagnostic molecular de les infeccions respiratories viriques no és altre que poder determinar
si el virus detectat en el tracte respiratori és el causant del quadre clinic del pacient,. El viroleg clinic ha

de considerar els pros i els contres de la técnica utilitzada i de I'impacte clinic del resultat obtingut.
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3.

El diagnostic virologic de les infeccions respiratories utilitzant técniques de cultiu cel-lular,
deteccié d'antigen i detecci6 d'acids nucleics, permet establir I'etiologia en un 36% dels casos.
En la majoria de casos es detecta un Unic virus, no obstant en un 3% de les mostres se'n troba

més d'un.

La frequéncia de la deteccié de cadascun dels virus és variable. Els virus que es detecten amb
més frequiéncia sén el RSV i el FLUAV cada un d'ells representant un 29% dels virus detectats.
Els segueix 'AdV amb un 15% i la resta de virus respiratoris amb una freqténcia individual

inferior al 10%.

La preséncia 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.
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10.

11.

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 marg, sent el periode maxim de deteccié

diferent per cadascun d'ells.

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%.

La frequencia de deteccié de cada virus respiratori és diferent segons I'edat. En menors de tres
anys s'han detectat tots els virus, essent el RSV el més comu. En majors de 18 anys el virus més

freqlent és el FLUAV.

Es detecten més virus respiratoris en homes que en dones excepte en els grups de 18 a 40

anys.

La circulacié del virus gripal A és simultania a la circulacié d'altres virus respiratoris. Durant la
pandémia de virus gripal de 2009/2010 més de la meitat dels virus respiratoris detectats, un

57%, corresponen a virus no gripals.

Les tecniques moleculars donen resultats diferents entre elles i amb els métodes
convencionals. Les tecniques moleculars sén les més sensibles i permeten la deteccid de virus
gue no es detecten per les técniques convencionals. Dels virus detectats només per PCR, el

72% corresponen a RV, hMPV, HCoV-0C43, PIV-4, FLUCV i HBoV.

Utilitzant técniques moleculars pel diagnostic de la infeccid respiratoria en nens es troba un

elevat nimero de co-deteccions. En un 38% de les mostres es detecta més d'un virus.

En el diagnostic molecular de les infeccions respiratories, especialment en la poblacié
pediatrica, la interpretacié clinica del resultat obtingut requereix d'una avaluacid

individualitzada en el context del pacient.
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ANNEX |

Barreja d’antibiotics:

e  Penicil-lina (50.000 U/ml)

e  Estreptomicina (50 mg/ml)

e Gentamicina (2,5 mg/ml)

e Amfotericina (Fungizona®) (0,05 mg/ml)

Medis de cultiu:
Els medis utilitzats sén de dos tipus:
1. medis de creixement utilitzats per afavorir la multiplicaci6 cel-lular
2. medis de manteniment que substitueixen a I'anterior un cop formada la monocapa

Els medis es preparen en una campana de flux laminar per evitar-ne la contaminacio i es conserven un
maxim de 7 dies a la nevera. En cada medi s'ha d'ajustar el pH entre 7'2 i 7'4 (I'ideal és 7'3) utilitzant
hidroxid sodic (1N) (1'6 ml).

Medi creixement. Es realitzava amb un volum final de 1 litre.

e Medi Minim Essencial (MEM) d'Eagle (10x): 100 ml
e  Sérum bovi fetal (SBF): 100 ml

e L-glutamina (200 mM): 10 ml

e Aminoacids no essencials: 10 ml

e Hepes pH 7,4:30 ml

e Solucié de penicil-lina-estreptomicina (PS): 1 ml

e Neomicina: 1 ml

e  Afegir aigua destil-lada esteril fins 1000 ml

Medi manteniment amb 2,5% de sérum bovi fetal. Amb aquest medi es mantenen les linies MRC-5

i A-549. Es realitzava amb un volum final de 1 litre.

e  Medi Basal Essencial (BME) d'Eagle (10x): 100 ml
e SBF: 25 ml

e L-glutamina (200 mM): 10 ml

e Hepes pH 7,4:30 ml

e Solucié de penicil-lina-estreptomicina (PS): 1 ml

e Neomicina: 1 ml

e  Afegir aigua destil-lada esteril fins 1000 ml
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Medi manteniment amb 1,25% de sérum bovi fetal. Amb aquest medi es mantenen les linies RD i

HEP-2. Es realitzava amb un volum final de 1 litre.

e BME d’'Eagle (10x): 100 ml

e SBF: 12,5 ml

e L-glutamina (200 mM): 10 ml

e Hepes pH 7,4:30 ml

e Soluci6 de penicil-lina-estreptomicina (PS): 1 ml
e Neomicina: 1 ml

e Afegir aigua destil-lada esteril fins 1000 ml

Medi manteniment sense sérum i amb tripsina (MMT). Aquest medi s'utilitza per les linies LLC-MK2
i MCDK. En el moment de la seva utilitzacié se I'hi afegeix tripsina-TPCK (cada 100mL de MMT, s'afegeix
0,4 ml de tripsina-TPCK).

e MEM d’Eagle (10x): 100 ml

e L-glutamina (200 mM): 10 ml

e Hepes pH 7,4:30 ml

e Soluci6 de penicil-lina-estreptomicina (PS): 1 ml
e  Neomicina: 1 ml

e  Afegir aigua destil-lada esteril fins 1000 ml
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ANNEX II

Procediment coloracié de Harris-Shorr modificada:

El procediment segueix els seglients passos:

1. Buidar el medi de cultiu de tub de Leighton i traspassar-lo a un tub de rosca esteéril.

2. Rentar el tub 3 vegades amb serum fisiologic.

3. Afegir 7-8 ml de fixador de Bouin perque 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 70°.

6. Amb una pipeta de vidre amb la punta de ganxo s'acompanya el portaobjectes fins a
I'embocadura del tub. Amb unes pinces s'extreu el portaobjectes del tub de Leighton i es passa

consecutivament pels seglients reactius:

e alcohol de 70° (si esta en fixador de Bouin) (10-20 segons)
e alcohol de 50° (si esta en alcohol de 70°) (10-20 segons)
e aigua corrent (30-60 segons)
e hematoxilina de Harris (6-8 segons)
e aigua destil-lada (30-60 segons canviant I'aigua una vegada)
e alcohol amoniacal (60 segons)

e aigua corrent (60 segons)

e eritrosina (60 segons)

e aigua destil-lada (60 segons)
7. Seguim amb la deshidratacié:

e alcohol de 70° (10-20 segons)
e alcohol de 80° (10-20 segons)
e alcohol de 95° (10-20 segons)
e alcohol absolut (10-20 segons)
e tolué (10-20 segons)

e xilé (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, aixi que cal fixar-se a
I'hora de muntar-la.

9. Observar a microscopi optic a 40X.

Procediment operatiu del sistema NucliSENS easyMAG:

1. Encendre la plataforma NucliSENS easyMAG amb l'interruptor situat al lateral posterior dret.

2. Encendre I'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 connexié. Apareix una pantalla que ens

demana l'usuari i la contrasenya.

3. Introduccio de les dades de les mostres: En el menu principal prémer la icona m i a continuacio

la icona “

4. Introduir:

e Identificacié de la mostra (n° laboratori)
e Volum de la mostra (normalment 500 pl)
e Volum d'eluit (normalment 60 pl).

e Lisis (normalment mostra sense lisar)

5. Agquestes dades s’han de comprovar cada vegada que s'introdueixen mostres per que I'ordinador

té com a parametres establerts 1000 pl de mostra i 25 pl d'eluit. Per a confirmar cada peticié prémer

ENTER o la icona .‘

6. Carrega de les puntes d'extraccid en el NucliSENS easyMAG: Carregar ara les puntes d'extraccié

comprovant que el boto6 de la pantalla es posa de color verd Per aixo:
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e Agafar les puntes per la llenglieta amb les puntes mirant cap avall.

e Introduir els laterals en el capgal d'aspiracié una mica inclinats.

e  Continuar empenyent suaument fent una lleugera pressié cap a baix.

e Les puntes s’haurien de moure cap a baix i després horitzontalment cap enrere fins

encaixar a la seva posicio.

7. Carrega de les mostres en les cubetes:

e  Situar les cubetes de plastic en el suport metal-lic Aquestes cubetes tenen capacitat
per 8 mostres.

e Dispensar la mostra (500uL) en la posicié corresponent

e 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 posicid i a continuacio el
codi de barres de la cubeta. SEMPRE S'HA DE LLEGIR EN AQUEST ORDRE. Aquest procés s'ha de
fer posicié a posicié.

Posicio Cubeta

\
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9. Extraccio:
e  Prémer la icona n per a iniciar |'extraccid; aquest procés dura 40 min. Durant
aquest procés NO ES POT OBRIR LA COBERTA de la plataforma

e Recollir els extractes en tubs eppendorf préviament retolat amb el n° d'identificacio
de la mostra. S'ha de tenir cura de no transferir cap particula de silice, ja que

interfereixen en procediments posteriors.
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Benefits and Drawbacks of Molecular Techniques
for Diagnosis of Viral Respiratory Infections.
Experience With Two Multiplex PCR Assays
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Molecular technigues have represented a ma-
jor step forward in the diagnosis of wviral
respiratory infections. They are considered
highly sensitive and specific compared to
conventional technigues. In this study two
nucleic acid amplification tests (NAATs) were
compared to conventional methods (immuno-
fluorescence and viral culture). The aim of this
work was to discuss the clinical interpretation
of the results obtained by NAATs on the basis
of the two-decade experience of our group
and the literature. Eighty nasopharyngeal as-
pirates were collected from children under six
years attended for acute respiratory illness at
the pediatric emergency room of a third level
Hospital. Both NAATs tested (Seeplex  and
Clart") showed an overall higher performance
regarding sensitivity (76% and 90%, respec-
tively). Compared to Seeplex’, the Clart’ sys-
tem tripled the number of multiple detections
{8 by Seeplex” vs. 25 by Clart"). In some
specimens both NAATs detected different
viruses. Given these discrepancies and the
fact that detection of viral nucleic acids is
not necessarily related to the current clinical
syndrome, the interpretation of molecular
results may not always be so straightforward.
The pros and cons of NAATs should always
be taken into account when giving a result
J. Med. Virol. © 2015 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: multiplex PCR; respiratory
virus; viral isolation; immuno-
fluorescence

INTRODUCTION

Respiratory tract infections are the most frequent
cause of illness in children, and most of them are of

© 2015 WILEY PERIODICALS, INC.

viral etiology [van de Pol et al., 2007; Mahony, 2008;
Raymond et al., 2009; Vallieres and Renaud, 2013].
The most common respiratory viruzes are Influenza A
virus (FLUAV), Influenza B virus (FLUBV), Human
parainfluenzavirus 1-4 (PIV-1-4), Human respiratory
syncitiad  virus  (RSV), Human metapneumovirus
(hMPV), Enteroviruses (EV), Rhinoviruses (RV),
Human coronaviruses (HCoV), Human bocaviruses
(HBoV), and Human adenoviruses (AdV). As infec-
tions caused by respiratory viruses show similar
clinical manifestations, microbiological studies must
be performed to identify the etiology [Caliendo, 2011,
Pagarolas and Sune, 2014].

Diagnosis of viral respiratory infections is tradi-
tionally performed wzing conventional methods baszed
on viral culture (VC), or antigen detection such as
immunofluorescence assays (IF). VC remains the
gold-standard but it requires trained personnel,
rezults may take a few days, and not all viruses can
multiply in culture. IF techniques are quick and they
allow quality control of samples but they need big
expertise for interpretation. Additionally, they are
not available for all viruzes and lack sensitivity for
others [Ginoechio and MeAdam, 2011].

Nucleic acid amplification tests (NAATs) have
become an alternative that offers high sensitivity and
specificity when compared to conventional methods
[Elnifro et al., 2000; Mahony, 2008; Ginocchio and
McAdam, 2011]. Numerous tests have been developed
using multiplex PCR to detect several viruses, includ-
ing those that are not detected either by VC or by
immunoassays. Although PCR-based techniques were
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initially limited by the few types of viruses that could
be detected in a single test [Liolios et al, 2001;
Coiraz et al., 2004; Bellau-Pujol et al, 2005
Freymuth et al, 2006), numerouz multiplex PCR
tests have been developed, allowing more than 10
viruzes to be detected in a szingle assay. Amplicon
detection can be performed by hybridization using
microarrays [Henrickson et al., 2007; Raymond et al.,
2009; Cannon et al., 2010; Renois et al., 2010; Frobert
et al, 2011; Culebras et al, 2013; Pillet et al,
2013] or semiconductor-based DNA microspheres
[Mahony et al, 2007]. Several respiratory virus
panels (RVP) have been commercvialized, such as
xTAG" RVP from Luminex" [Mahony et al, 2007;
Pabbaraju et al., 2008; Gadshy et al, 2010; Balada-
Llasat et al, 2011; Kim et al., 2013; Pillet et al,
2013], Multicode PLx RVP from Eragen [Balada-
Llasat et al, 2011], and Resplex” II from Qiagen
[Li et al., 2007; Balada-lLlasat et al, 2011; Pillet
et al., 2013]. Other NAAT: are the multiplex ligation-
dependent probe amplification system (MLPA)
[Reijans et al., 2008; Bruijnesteijn van Coppenraet
et al., 2010; Pillet et al., 2013] and the dual priming
oligonueleotide (DPO)} system [Roh et al, 2008;
Bruijnesteijn van Coppenraet et al., 2010; Zhang
et al., 2012; Cho et al., 2013; Kim et al., 2013; Pillet
et al., 2013]. PCR-based systems generate a diagnos-
tic result within only one working day, but imple-
mentation in a laboratory routine may not be cost-
effective.

This study assessed two multiplex PCR-based
techniques commercially available, namely Clart”
and Seeplex’. Both NAATs have been studied pre-
viously [Roh et al., 2008; Bruijnesteijn van Coppen-
raet et al., 2010; Renois et al., 2010; Frobert et al.,
2011; Zhang et al, 2012; Cho et al., 2013; Culebras
et al., 2013; Kim et al., 2013; Pillet et al., 2013] and,
in the present work, they were compared with each
other and also with two conventional methods for the
diagnosizs of viral respiratory infections. The aim of
this work was to discuss the clinical interpretation of
the results obtained by NAATSs on the basiz of our
two-decade experience on conventional methods. The
benefitz and pitfalls of molecular techniques are also

discussed.

MATERIALS AND METHODS
Samples

Eighty nasopharyngeal aspirates were collected
from children under six years attended for acute
respiratory illness at the pediatric emergency room of
a third level Hospital, from October to November 2008
and from February to March 2009. Consecutive speci-
mens, with more than 25 cells/field by microscopic
observation and sufficient residual volume (300 pL),
were selected. These specimens were processed
within the same working day or stored at +4°C
during the weekends (maximum 72 hr). Epidemiolog-
ical data were collected.

J. Med. Virol. DOT 10.1002/jmv
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Viral lsolation and Antigen Detection

Samples were assessed using D3 DFA Metapneu-
movirus  Identification Kit (Diagnostics Hybrids,
Athens, OH), RSV Direct IF (bioMérieux, Marey-
I'Etoile, France), and Respiratory Panel 1 Viral
Screening & Identification IFA kit (Millipore, Light
Diagnostics, Temecula, CA) to detect AdV. FLUAV,
FLUBV, PIV-1,2,3 and RSV according to the manu-
facturer's instructions. For viral isolation, these sam-
ples were cultured using six cell lines: MRCS, A549,
HEP2, MDCK, LLCMK2, and RD (Vireell S.L. Santa
Fe, Granada, Spain). All cell cultures were examined
daily for cytopathic effect during two weeks. Defini-
tive identification was assessed by IF.

Nuecleic Acid Detection

Nucleic add was extracted from 200 pL of clinical
samples using EZ1 Virus Mini Kit v2.0 and Bio Robot
EZ-1 (Qiagen, Hilden, Germany), according to the
manufacturer’s instructions. The extracts were stored
at —80°C until use. Molecular viral detection was
performed using two NAATs: Seeplex” RV1Z ACE
Detection Kit (Seegene, Seoul, South Korea) and
Clart” Pneumovir Kit (Genomica, Madrid, Spain),
following the manufacturer's instructions.

The Seeplex’ method is based on the DPO system
and amplicon detection iz performed by fully automated
capillary electrophoresis separation (MultiNA, Shimad-
zuBiotech, Kyoto, Japan). This method provides results
in about six hours. The Clart’ system is based on
microarray technology and analysiz of the resulting
hybridization pattern is performed using optical equip-
ment (Clondiag Chip Technologies, Jena, Germany).
This method provides results in about 9hr. Both assays
detect FLUAV, FLUBV, AdV, hMPV, HCoV-229E, PIV-
1, PIV-2, PIV-3, R8Va, RSVh, and RV. Seeplex also
detects HCoV-NL63 and HCoV-0C43, and differentiates
between speces of RV (A and B). Clart” also detects
HBoV, Influenza C virus (FLUCV), EV, PIV-4 A/B, and
differentiates between hMPVa and hMPVh. Both assays
included an internal control to detect amplification
inhibition. Both NAAT= gave qualitative results only.

Data Analysis

Epidemiological data, such as age, sex, date of
sample collection and clinical diagnosiz, were col-
lected. Statistical analyses were performed using the
Vassar Stats wehbsite (httpy//vassarstats.net/).

In this work a result was considered dinically
relevant or true positive when a respiratory virus
was detected by IF and/or VO regardless of NAAT:
results or by both NAATs (criterion of positivity).

RESULTS
Overall Viral Detection

The range of viruses detected differed depending
on the virus and the method used (Table I). Of 80
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samples included in this study, viral detection was
obtained in 37, 40, and 62 samples by IF/VC, Seep-
lex" and Clart”, respectively. Either NAAT yielded a
pozitive result in 40 zamples that were negative by
IF/VC. Only three samples (4%) were negative by all
the techniques assessed (Table I).

Seeplex” and Clart” detected 11 and 57 viruses
more than IF/VC, respectively. EVs were the viruszes
most frequently detected by PCR although only two
were recovered by IF/VC (Table I). Multiple detection
was obtained in 30 samples by NAAT:s while IF/VC
did not achieve multiple recovery in any case.
Inhibition was observed in 19 samples, 10 by Seep-
lex" (12.5%) and 11 by Clart” (14%); two of these
samples were inhibited by both methods.

Comparison of Results Obtained
By IF/VC and NAATSs

According to the established criterion of positivity,
46 (57.5%) samples were considered positive for a
respiratory virus; 36 by IF/VC regardless of NAAT
results and 10 by two NAATs only. Viral detection
was coincident between IF/VC and both NAATs in 20
samples out of 36. Coincident results were found
between IF/VC and only one NAAT in 12 samples
{one by Seeplex” and 11 by Clart”). Three samples
had a positive viral detection by IF/NVC but were
negative by NAATs Another positive zample was
inhibited. In three positive samples by IFNVC, addi-
tional viruses were detected by both Seeplex’ and
Clart”. RV were detected in all samples positive only
by both NAATs: (n=10), one of them having an
additional virus (AdV). Overall, 50 significant viruses
were detected. Since EVs were only detected by one
NAAT, they were not included in further calculations.
Considering the remaining szignificant viruses, the
relative sensitivity of IF/VC, Seeplex” and Clart” was

3

T0% (32/46), T6% (35/46), and 89% (41/46), respec-
tively (Table II).

Multiple Viral Detection

NAATs achieved a high rate of multiple virus
detection (37.5%; 30/80), corresponding to 10% (8/80)
by Seeplex” and 31% (25/80) by Clart’. Regarding
viruses identified only by one technique, Clart™ de-
tected HBoVs in 16 samples and 13 of them (B1%) were
multiple detections. Seeplex” detected HCoV-0C43 in
five samples corresponding to multiple detections in
three cases (60%). Following the criterion of postivity
previously established, only four samples were consid-
ered to have real multiple infections (8.7%; 4/46)
(Table ITI).

Clinical Analysis

Regarding clinical and demographic analysis, no
relevant data were obtained. From the total number
of samples assessed, 39 and 41 specimens belonged to
patients with upper and lower respiratory tract
infections (URTI and LRTT, respectively. The viral
distribution did not follow a definite pattern although
R3V and AdV were predominantly detected in pa-
tients with LRTI and URTI, respectively. No statisti-
cally significant association was found between
viruzes detected and each clinical group.

DISCUSSION

The main finding in the present study was that
both NAAT: used to detect respiratory viruses
vielded different results. As expected, NAATs de-
tected more viruses than the conventional techniques.
The question remainz, however, as to whether this
extra sensitivity provides more reliable information
about the etiology of the infection.

TABLE I. Total of Viruses Detected By Each Technique Considering All 80 Samples Analysed

Virus IFVC Seeplex” Clart
RSV 1" T 12
AdV 13" 14 13
EV 4 ND 10
hMPV 4 1 7
RV 2 17 27
PIV-3 2 4 4
FLUBV 0 1] 3
HCoV-0C43 ND 5 ND
HBoV ND ND 16
PIV-4 ND ND 1
FLUCV ND ND 1
Human herpesvirus 5 1 ND ND
Total of virus detected a7 48 94
Total positive samples a7 40 62
Total negative samples 43 a0 7
Total inhibited samples ND 10 11
Total of samples with multiple viruses ] 8 25

ND, unahle to be detected by the eorresponding technique.
“TF and VC were positive in seven cases, and only IF in four cases.
BIF and VO were positive in one case, and only VO in 12 cases.

o Med. Virol. DOT 10.1002/jmv
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TABLE I1. Total of Viruses Detected By Each Technique

Considering the Criterion of Positivity

Virus Total IF/VC  Seeplex”  Clart’
RSV 11 11 T 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
Multiple detection 4 0 2 4
Total of virus detected a0 a6 Lt 40
Sensitivity" — TO% TH BO%

Garcia-Arroyo et al.

TABLE II. All Samples With Multiple Viral Detection.
Real Multiple Infections According to the Criterion of
Positivity Are Shown in Bold

ND, unahle to be detected by the corresponding technique.
“A total of 46 viruses were considered after exclusion of EV.

Clart” had the highest detection rate and results
agreed with conventional results more often than
those by Seeplex’ . This could be due to the different
range of viruzes covered by each technique. Although
both NAATs: have been investigated before, the
methods used as gold standard were different [Roh
et al, 2008; Bruijnesteijn van Coppenraet et al.,
2010; Frobert et al, 2011; Zhang et al., 2012; Cho
et al, 2013; Culebras et al, 2013; Kim et al., 2013;
Pillet et al., 2013]. An important drawback in com-
paring NAATs is therefore the lack of a real gold
standard.

Both conventional and PCR-based methods yielded
similar results for RSV and ADV. For RSV, IF was
more gensitive than VC and equally sensitive to the
molecular methods, For AdV, izsolation in cell cultures
iz usually required because of the poor sensitivity of
IF and the number of AdV isolates coincided with
those detected by molecular methods. These findings
coineided with the experience of our group over the
last two decades and have been reported by other
authors [Dunn et al, 2004; Mahony, 2008; Doan
et al., 2012; Cho et al., 2013].

Molecular techniques have been the key to diagnos-
ing a large range of new viruses incapable of multi-
plyving in VC, such as HCoV and HBoV, and the new
gzpeces of RV. Considering those vimses detected
only by PCR, about 72% corresponded to RV, hMPV,
HCoV-0C43, PIV4, FLUCV, and HBoV. As in pre-
vious studies, both NAATs largely increased the
number of RV detected [Freymuth et al.. 2006; Li
et al., 2007; Mahony et al, 2007; Bruijnesteijn van
Coppenraet et al., 2010; Cho et al., 2013].

NAATs do not always give a result. Inhibition of
the amplification reaction iz a drawback, mainly
becausze of the szpecimen itzelf or the extraction
protocol. Both NAATS: tested yielded inhibited results.
The fact that most inhibited samples differed be-
tween the two techniques, despite the extract being
the same, suggests that the methods were probably
the main cause of PCR inhibition.

The failure of NAATs to give a result may also be
because of the lack of a specific target. This is not only
becausze the target iz not included in the reaction, asin

J. Med. Virol. DOT 10,1002/ jmv

No IFNVC Seeplex’ Clart”

1 R8sV RSV RSV -+ HBoV

2 NEG RV HCoV-0C43

& NEG RV RV + HBoV + PIV-3
10 NEG RV RV + HBoV

13 NEG Inhibited sample HBoV+ EV 4 PIV-4
15 PIV-3 PIV-3+RV PIV-3+ RV

17 NEG PIV-34+RV Inhibited sample
18 EV RV RV + EV

20 AdV AV AdV+ RV

21 RSV RSV RSV + HBoV

22 RSV RSV RSV + HBoV

23 EV RV RV +EV

26 PIV3  PIV-3 PIV-3 4+ HBoV
27 AdV + RV AdV + RV + RSV
20 NEG NEG AdV+ RV

30 RSV NEG RSV + HBoV

a6 EV NEG EV + RV HBoV
a7 RSV NEG RSV + EV + RV + HBoV
38 RSV NEG RSV + EV 4RV
43 AdV  AdV AdV -+ HBoV

47 AdV AV AdV -+ FLUCV
51 AdV AdV 4 RV AdV

52 AdV AdV -+ HCoV-0C43 AdV

55 hMPV hMPV  HCoV-OC43 hMPV + RV

60 AdV AdV AdV 4 HBoV

63 AdV AV 4+ RV

65 AdV  AdV AdV -+ hMPV

67 NEG Inhibited sample EV 4+ FLUBV

69 NEG NEG hMPV + HBoV
79 EV NEG EV + hMPV

the case of Human herpesvirus 5, but also because of
the wvariability of the respiratory viruses. Therefore
laboratories, especially thosze that rely only on NAATSs,
need to constantly review the viruses incduded in the
assays they use [Ogilvie, 2001].

NAAT= have created a new scenario in the diag-
nosis of viral respiratory infections: the high yield of
multiple viral detections [Kuypers et al., 2006; Madhi
and Klugman, 2006; Leland and Ginocchio, 2007].
Compared to Seeplex”, the Clart” system tripled the
number of multiple detections; differences in their
design, particularly concerning the primers and the
amplification conditions, may contribute to this dis-
parity. The high rate of multiple detection, which
may be explained because of the pediatric population,
iz in agreement with other authors [Roh et al., 2008;
Kim et al., 2009; Bruijnesteijn van Coppenraet et al.,
2010; Frobert et al., 2011; Zhang et al., 2012].

S0 an important remaining question is the clinical
relevance of the results obtained by NAATs. Covering
a broad range of etiological agents, these quick
techniques may be especially useful in immunosu-
preszed or critically ill patients although their clinical
impact iz not yet well established [Garbino et al.,
2009; Schnell et al., 2012]. However, as NAATs detect
viral nucleic acids regardless of the presence of viral
antigens or infective viruszes [Pagarolas and Sune,
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2014], a positive result can reflect either a present
infection or a past infection [Elnifro et al., 2000;
Mahony, 2008; Ginocchio and McAdam, 2011; Janszen
et al., 2011]. Although the viral load may be useful to
predict the correlation of a virus and an infectious
process it is not well-establizshed for respiratory viral
infections [Kuypers et al., 2006, Debiaggi et al,
2012).

The prevalence of specific viruses based on NAATs
differs between symptomatic and asymptomatic chil-
dren [Debiaggi et al, 2012; Buller, 2013]. Some
viruses, such as RSV, are uszually associated with
clinical illness and should be considered as the
etiological agent in a patient with respiratory symp-
toms. In contrast, viruses such as RV, HCoV, and
HBoV zeem to be frequently found in asymptomatic
children [Debiaggi et al, 2012; Meriluoto et al.,
2012] although more studies on this issue are
required.

The management of patientz requires reporting
results within a dinically relevant time-scale; micro-
biology laboratories should take this into considera-
tion when choosing a diagnostic test. NAATs are
faster than culture, which requires two days mini-
mum; both NAATs tested had a turn around time of
six and nine hours. However, most NAATs are not
faster than IF or immunochromatography. Rapid
antigen detection tests of certain respiratory viruszes
provide a result with very high specificity within
15-30min [Mandell et al, 2007]. In the epidemic
situation, the use of these techniques as the first step
to detect viruses such as influenza virus or RSV may
accelerate results and bring simplicity to the labora-
tory. Only the negative results would require further
analysis [Buller, 2013]. Another important point is
that NAATs and antigen detection techniques only
detect the specific viruses under investigation; other
viruses that may be related to the clinical process
will not be detected.

The eombination of several methods in the diagno-
gig of viral respiratory infections iz still a great
option. However, not all laboratories have the facili-
ties or the personnel required to perform a wide
range of techniques, such as antigen detection tests,
virus isolation and molecular tests. NAATs are
particularly useful in detecting new viruses and in
giving a quick result. However, the interpretation of
a molecular test is not always straightforward. The
elinical virologist must consider the pros and cons of
the technique used and the clinical impact of the
result.
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