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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas constituyen la causa fundamental de mortalidad y
morbilidad en el &mbito mundial. Los principales agentes causales de estas infecciones
son los virus. La deteccién rapida y eficaz de estos patdgenos es determinante en el
tratamiento y la prevencidn de las enfermedades que estos agentes virales pueden
ocasionar. En la actualidad, los métodos moleculares para el diagnostico viroldgico son
muy Utiles por su elevada sensibilidad, especificidad y rapidez en la obtencion de los
resultados. El objetivo es introducir cuatro ensayos multiples de transcripcién reversa
de reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real para el diagndstico y vigilancia
de 15 virus respiratorios. Se procesaron 2 441 muestras clinicas respiratorias recibidas



en el Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Influenza y otros Virus Respiratorios
en el periodo comprendido entre septiembre de 2013 y abril de 2014. Se analizaron 2
352 exudados nasofaringeos, 77 aspirados bronquiales y 12 muestras de necropsia. A
estas se les realizd el diagndstico molecular por los sistemas multiples de transcripcién
reversa de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real mediante el empleo de
cebadores y sondas TagMan. De las 2 441 muestras clinicas estudiadas, 1 290 fueron
positivas para alguno de los virus respiratorios (52,85 %). El virus sincitial respiratorio
humano se detecté con mayor frecuencia (47,83 %), seguido de los virus influenza (19
%) y los rinovirus humano (14,73 %). Se concluye que la introduccion de los cuatro
ensayos de transcripcion reversa de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real posibilita la actualizacion del algoritmo diagndstico en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Virus Influenza y otros Virus Respiratorios para la vigilancia de estos
agentes en Cuba, lo que contribuye al mejoramiento del Programa Nacional de
Prevencion y Control de las Infecciones Respiratorias Agudas.

Palabras clave: infecciones respiratorias agudas; reaccién en cadena de la polimerasa
multiple en tiempo real.

ABSTRACT

Acute respiratory infections are the major cause of mortality and morbidity worldwide.
Respiratory viruses are the main causative agents of acute respiratory infections. Rapid
and accurate detection of these pathogens is critical for the treatment and prevention
of the diseases these viral agents can cause. Currently, molecular diagnostic methods
are useful tools for the virological detection of respiratory viruses due to its high
sensitivity, specificity and their speed in obtaining results. The objective of this study
was to introduce four multiplex real-time TR-RCP assays for the diagnosis and
surveillance of fifteen virus causing acute respiratory infections. 2 441 clinical
respiratory samples were processed in the period between September 2013 and April
2014 in the National Laboratory of Reference for Influenza Virus and other Respiratory
Viruses. There were analyzed 2 352 nasopharyngeal exudates, 77 bronchial aspirations
and 12 necropsy samples. Multiplex real-time TR-RCP was performed using TagMan
primers and probes previously published. From the 2 441 clinical samples studied, 1
290 were positive for some of the respiratory viruses, which represent 52.85 %.
Syncytial respiratory virus was the most frequently detected virus (47.83 %), then
influenza viruses (19 %) and human rhinovirus (14.73 %). The introduction at the
National Reference Laboratory of the four multiplex real-time TR-RCP assays allows
updating the algorithm for the diagnosis and surveillance of respiratory viruses in
Cuba, as a contribution to the National Program for the Prevention and Control of
Acute Respiratory Infection.

Keywords: Acute respiratory infections; multiplex real-time polymerase 's chain
reaction.



Las infecciones respiratorias agudas (IRA) constituyen la causa fundamental de
morbilidad y mortalidad en el ambito mundial. Anualmente, se notifican alrededor de
cuatro millones de fallecidos.! La incidencia de las IRA es elevada en los nifios, con un
estimado de 1,9 millones de fallecidos anuales, el 70 % en Africa y en el sudeste
asiatico.>?

Los principales agentes causales de las IRA son los virus respiratorios. La deteccion
temprana y eficaz de estos agentes es importante para implementar una terapia
antiviral oportuna y adecuada, prevenir las infecciones asociadas a la asistencia
sanitaria durante el periodo estacional de mayor hospitalizacion, y en algunos casos,
disminuir los costos asociados con los cuidados de salud hospitalarios. Los métodos de
diagnéstico molecular constituyen en la actualidad las técnicas de eleccidén en los
laboratorios de referencia por su elevada sensibilidad, especificidad y rapidez en la
obtencion de los resultados.3

En Cuba, el Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Influenza y otros Virus
Respiratorios (LNRIVR) del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK)
implemento6 un algoritmo para el diagndstico de varios agentes causales de IRA, que
incluye las técnicas clasicas para el diagndstico viroldgico, ensayos de diagndstico
molecular como los de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa
(TR-RCP) convencional y un protocolo de TR-RCP en tiempo real (TR-RCPtr) para el
virus influenza A (H1IN1) pdm09.4 El presente trabajo tiene como objetivo introducir
cuatro ensayos multiples de TR-RCPtr desarrollados en el laboratorio para la
identificacion de 15 virus respiratorios.

Muestras clinicas. Las muestras clinicas utilizadas en este estudio se recibieron en el
LNRIVR como parte del Programa Nacional de Vigilancia y Control de las IRA. Se
procesaron 2 441 muestras clinicas respiratorias en el periodo comprendido entre
septiembre de 2013 (semana epidemioldgica 36) y abril de 2014 (semana
epidemioldgica 17). Se analizaron 2 352 exudados nasofaringeos (ENF), 77 aspirados
bronquiales y 12 muestras de necropsia (tejido de pulmdn) provenientes de pacientes
con edades comprendidas entre 1 mes y 94 afos. Las muestras se conservaron de 2 a
8 °C hasta su posterior extraccidn que se realizé en el intervalo de 24 h. El presente
trabajo constituyd una tarea de un proyecto de investigacién con financiamiento
externo que conto con el Aval de la Comision Cientifica Especializada y el Comite de
Etica del IPK. Todos los procedimientos del estudio se desarrollaron segun lo
establecido por la Declaracion de Helsinki.

Extraccion de acidos nucleicos. Se utilizaron 140 yL de cada muestra clinica para la
extraccion del acido nucleico, en un volumen de elucién final de 60 yL. El producto
(ADN, ARN) se obtuvo empleando el extractor automatico QIAcubeTM (QIAGEN,
Alemania) con los estuches comerciales QIAamp® Viral DNA (QIAGEN, Alemania) y
QIAamp® Viral RNA (QIAGEN, Alemania) y siguiendo las indicaciones del fabricante.

Diagnostico molecular por TR-RCPtr multiple. Se realizé el diagndstico viroldgico de 15
agentes virales (virus influenza A y B, adenovirus humano (AdVH), coronavirus
humano 0C43 y 229E (CoVH), rinovirus humano (RVH), enterovirus humano (EVH),
virus para influenza humano tipo 1-4 (VPIH), virus sincitial respiratorio humano Ay B
(VSRH), bocavirus humano (BoVH) y metapneumovirus humano (MPVH), mediante TR-
RCPtr multiple empleando cebadores y sondas TagMan previamente publicados.>® Se
utilizé el estuche comercial SuperScript® III Platinum® One-Step qTR-PCR (Invitrogen,
Alemania).



Se emplearon como controles positivos el ARN previamente procesado de muestras
clinicas positivas para cada virus. El control negativo consistié en agua destilada estéril
libre de nucleasas (Sigma) y ENF de voluntarios supuestamente sanos sin sintomas de
IRA. El control interno consistié en la enzima RNAsaP, que se encuentra presente en
todas las células del organismo. Para la reaccién de amplificacion se utilizdé un equipo
de TR-RCPtr (Applied Biosystems, EUA) donado gentilmente por la Organizacién
Panamericana de la Salud.

INTERPRETACION DEL RESULTADO

Muestra negativa: Se visualizd la curva de fluorescencia en la reaccidon de amplificacion
sobrepasando la linea umbral solo con los juegos de cebadores especificos para el
control interno (CI) en cada uno de los sistemas multiples, o se visualiz6 ademas, una
curva de fluorescencia correspondiente a uno de los virus respiratorios con un ciclo a
partir del cual se detecté fluorescencia (Ct) > 37.

Muestra positiva: Se visualiz la curva de fluorescencia con los juegos de cebadores
especificos para el CI y ademas una curva de fluorescencia correspondiente a los
juegos de cebadores especificos para uno o mas de los agentes virales en estudio con
un Ct< 37.

Muestra inhibida: No se visualizé la curva de fluorescencia con los juegos de cebadores
especificos para el CI. En este caso se repitid el procesamiento de la muestra antes de
emitir el resultado de muestra no apta para el diagndstico.

Como resultado de la aplicacién de los cuatro ensayos multiples optimizados se detectd
sefial de amplificacién para alguno de los virus respiratorios en 1 290 muestras
clinicas, lo que represent6 un 52,85 % de positividad. Este resultado coincide con otros
estudios que demuestran que los virus se encuentran dentro de los principales agentes
causales de las IRA.” En el periodo de analisis, no se obtuvieron muestras positivas
para los virus influenza B, VPIH 2, y CoVH OC43. En la tabla se muestran los
resultados de la positividad para cada uno de los agentes virales en el periodo del
estudio.



Tabla. Distribucion de las muestras positivas segtn el agente identificado

Virus No. de muestras %
positivas

Virus influenza A 250 19
VPIH1,3y 4 117 9,07
VSRHAYB 617 47,83
AdVH 6 0,46
MPVH 13 1,08
RVH 190 14,73
CoVH 229E 31 2,40
BoVH 14 1,08
EVH 52 4,03
Total 1290 52,85

Los VSRH A y B se detectaron con mayor frecuencia (47,83 %), seguido de los virus
influenza A (19 %), y los RVH (14,73 %). Estos resultados no son sorprendentes si se
conoce que el VSRH es el agente causal mas comun de bronquiolitis y neumonia en los
nifos menores de 5 afios.® Contrario al presente estudio, otro grupo de investigadores
detecté a los RVH como los agentes virales mas asociados con las IRA.? Resulta dificil
establecer comparaciones debido a la diversidad en el disefio de estudios sobre la
etiologia viral de las IRA.

Existe un estudio previo realizado en Cuba que detectd la infeccion por RVH en el 11 %
de los nifios menores de un afio de edad, asociado con mayor frecuencia a IRA
grave.'? Los resultados de la presente investigacion constituyen el segundo estudio
sobre la deteccidén de estos virus en muestras respiratorias. Difiere del precedente en
que la deteccidn incluyé pacientes cubanos de todas las edades, con diagnéstico clinico
de diferentes tipos de IRA.

En la figura se muestra la distribucidon de la positividad a los diferentes virus
respiratorios por semana epidemioldgica durante el periodo objeto de estudio. Durante
el afio 2013 entre las semanas epidemioldgicas 36 y 47 se detectaron el mayor
numero de muestras positivas a los VSRH.
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Fig. Distribucion de las muestras positivas a diferentes wirus respiratorios segin la
semana epidemiologica en el periodo septiembre Z013-abril 2014,

Este hallazgo se relaciona con el contexto epidemioldgico durante el periodo de
estudio, el cual se caracterizé por un incremento en la circulacién de este agente en la
poblacidn pediatrica relacionado con la identificacidon de un nuevo genotipo de VSRH A
circulante en Cuba (datos no publicados). Este resultado se notifico oportunamente por
el LNRIVR a las autoridades de salud para alertar a los médicos de asistencia en el
manejo adecuado de los pacientes. Durante este periodo en el informe sobre la
Actualizacidén Regional de Influenza y otros virus respiratorios se notifico que en
algunos paises de Centroamérica como Honduras, Nicaragua y Panama se produjeron
alzas en la circulacién de VSRH durante igual periodo del afio 2013 (11). Otros agentes
virales como los VPIH, los EVH y los CoVH circularon asociados con casos esporadicos,
con un comportamiento similar a otros paises de la region de Las Américas.!!

Los ensayos introducidos en el LNRIVR mejoraron la sensibilidad y la especificidad del
diagnostico viroldgico en pacientes con IRA, lo que contribuye a fortalecer la vigilancia
de los virus respiratorios en Cuba.
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