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RESUMEN

Introduccién: Las infecciones respiratorias agudas de causa viral son unas entidades muy frecuentes. La
dificultad para valorar la deteccién de un determinado virus en estas entidades podria solucionarse con
la determinacion de la carga viral.
Métodos: Se ha realizado un estudio prospectivo sobre el valor medio de los Ct (cycle threshold value)
detectados frente al VRS-A, VRS-B y los virus gripales A(H1N1)pdm09, A(H3N2) y B en pacientes de dife-
rente procedencia y edad. La deteccién se ha realizado mediante una técnica de amplificacién molecular
(RT-PCR) comercial.
Resultados: Se han detectado valores medios de Ct distintos para cada virus. En las infecciones por VRS,
no se han observado diferencias entre las causadas por el VRS-A o VRS-B en pediatria. De acuerdo con
la edad de los pacientes solo se ha observado significacion estadistica en los incluidos en los grupos de
0-4 meses para el VRS-A y este grupo y el de 5-12 meses para el VRS-B (valores mas elevados). En los
pacientes adultos se ha detectado una carga viral menor que en los pediatricos.
En las infecciones gripales no se ha observado significacion estadistica en los valores medios detecta-
dos en los pacientes procedentes de la Red Centinela, en los diagnosticados en las urgencias de adultos
ni en los ingresados hospitalarios. En los pacientes adultos ingresados en la UCI solo se ha observado un
valor medio algo mas bajo en los infectados por el virus gripal A (HIN1)pdmO09 pero sin significacion
estadistica. No hubo ningiin paciente ingresado en la UCI con infeccién por gripe B.
Conclusion: La deteccién de la carga viral podria ser una buena herramienta para la evaluacion, segui-
miento y pronéstico de las infecciones respiratorias agudas viricas. A excepcién de las causadas por el
VRS, no se han observado diferencias significativas en las infecciones gripales, salvo en los pacientes
pediatricos de menor edad.
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Usefulness of Ct value in acute respiratory infections caused by respiratory
syncytial virus A and B and influenza virus A (H1N1)pdm09, A (H3N2) and B

ABSTRACT

Introduction: Acute respiratory infections of viral cause are very frequent entities. The difficulty in eva-
luating the detection of a virus in these entities could be solved by determining the viral load.

Methods: A prospective study on the mean Ct value (cycle threshold value) detected against RSV-A,
RSV-B and influenza A (H1N1)pdm09, A (H3N2) and B viruses in patients of different origin and age was
performed. Detection was performed using a commercial molecular amplification (RT-PCR) technique.
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Results: Different mean Ct values were detected for each virus. In RSV infections, no differences were
observed between those caused by RSV-A or RSV-B in children. Depending on the patient’s age, the only
statistical significance was observed in those included in the 0-4 month groups for RSV-A and this group
and the 5-12 months group for RSV-B (higher values). Alower viral load was detected in adult patients than
in paediatric patients. In influenza infections, no statistical significance was observed in the mean values
detected in patients from the Red Centinela («sentinel network», a Spanish network of doctors aimed
at research and surveillance of diseases), those diagnosed in the adult emergency room or in hospital
admissions. In the adult patients admitted to the ICU, only a slightly lower mean value was observed in
those infected with influenza A (H1N1)pdm09, but without statistical significance. There were no patients
admitted to the ICU with influenza B infection.

Conclusion: The detection of viral load could be a good tool for the evaluation, monitoring and prognosis
of acute viral respiratory infections. With the exception of those caused by RSV, no significant differences

were observed in influenza infections except in younger paediatric patients.
© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) de causa viral son
unas entidades que afectan a toda la poblacién, aunque su mayor
morbilidad se detecta en los extremos de la vida. La mayoria de
estas infecciones se producen cada afio durante la época invernal,
dando lugar a las llamadas temporadas epidémicas, basicamente
asignadas a las producidas por el virus respiratorio sincitial (VRS)
en la poblacién infantil' y a la causada por la gripe en la poblacién
general?.

Las técnicas de biologia molecular aplicadas al establecimiento
etioldgico viral de las IRA ha permitido en los tltimos afios conocer
el espectro de virus implicados en estas patologias>. A pesar de ello
son el VRS y la gripe los virus con mayor impacto en salud piblica
y que deberian ser vigilados de una forma activa'2.

La deteccion mediante técnicas moleculares, generalmente una
RT-PCR, de un determinado virus en una muestra respiratoria de un
paciente con IRA se considera en general de diagnéstico etiolégico
definitivo, ya que en los pacientes asintomaticos su deteccién es
inferior al 2%*. Sin embargo la traduccién clinica de este virus hace
que su presencia pueda ser detectada tanto en procesos catarrales
o respiratorios leves hasta cuadros respiratorios graves con riesgo
de mortalidad asociada'?.

Una posibilidad de intentar predecir o conocer la significacién
de unvirus en estos pacientes seria la cuantificacién de la carga viral
en la muestra respiratoria. La hipétesis seria que a mayor carga viral
mayor morbilidad o mortalidad asociada al proceso infectivo®~’.

Desde hace tres afios utilizamos para este diagndstico viral
una técnica de RT-PCR comercial que inicialmente es cualitativa,
es decir da positividad o negatividad a los virus que detecta. Sin
embargo en el resultado final se expone el valor Ct o valor umbral
del ciclo (cycle threshold value), que expresa el ciclo en el que el
sistema de deteccion considera que la muestra es positiva para un
determinado virus (su valor oscila entre 0 y 40). De este modo las
muestras con elevada carga viral presentan un valor Ct bajo y las
de baja carga viral un valor Ct mas elevado (necesitan mas ciclos de
amplificacién para cruzar el umbral de positividad).

Con este concepto y el valor del Ct obtenido en cada muestra
respiratoria hemos estudiado las IRA causadas por el VRS y los virus
gripales y analizado su valor medio en diferentes grupos de edad y
de localizacién hospitalaria.

Material y métodos

Se ha realizado un estudio prospectivo sobre el valor medio de
los Ct de los pacientes con IRA causados por el VRS y los virus gripa-
les. Todas las muestras respiratorias, aspirados nasofaringeos para

<3 afios y frotis faringeos para <3 afios, fueron analizadas mediante
una técnica molecular comercial, tipo RT-PCR, que detecta de forma
simultanea y diferencial 19 virus respiratorios distintos (Allplex,
Seegen; Corea del Norte). Ademas de la positividad de la muestra
se anoto el valor Ct en el cual el sistema automatizado de deteccién
consideraba positiva la muestra a un virus determinado. La detec-
cién antigénica frente al VRS se realizé en 77 muestras mediante
una inmunocromatografia comercial (Binax RSV, Alere, Barcelona).

Para evitar sesgos se han analizado las primeras 150 mues-
tras respiratorias positivas al VRS-A, VRS-B, gripe A (H1N1)pdmO09,
gripe A (H3N2) y gripe B (total 750 muestras). Para ello los valores
de la gripe A (HIN1)pdmO09 y gripe B correspondian a la tempo-
rada gripal 2015-2016 (por su predominio) y la gripe A (H3N2) a
los casos de la temporada 2016-2017 (por el mismo concepto). Para
evitar interferencias se eliminaron aquellas muestras que presen-
taron coinfecciones con alguno de los virus estudiados. Los valores
Ct de los pacientes con VRS-A 'y VRS-B correspondian a ambas tem-
poradas.

Los pacientes se han clasificado en funcién de la edad, pediatri-
cos (<14 anos) o adultos (>14 afos). Enlas IRA causadas por el VRS se
han clasificado entre los que presentaban una infeccién virica nica
y los que presentaban una infeccién mixta (coinfeccién); asi mismo
se ha evaluado el valor medio de los Ct en relacién con las mues-
tras que fueron previamente positivas en la prueba de la deteccién
antigénica (solo en pediatria).

Los pacientes con IRA causadas por los virus gripales han sido
clasificados como los procedentes de la red centinela de vigilancia
de la gripe (RC), los de urgencias hospitalarias de adultos (URGA),
los ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y los
pediatricos, en funcién de su localizacién en el momento que se
detect6 la positividad frente a estos grupos.

Los andlisis estadisticos se han realizado mediante el programa
SPSS 21 (http://www.spss.com) considerando p < 0,05 como valor
significativo.

Resultados

El valor medio de los Ct detectado en las muestras positivas para
el VRS-A ha sido de 23,75 (intervalo 17,02-33,76) y para el VRS-B
de 24,49 (intervalo 15,29-36,68). En los pacientes con coinfeccién
con otro virus respiratorio su valor medio ha sido de 22,94 para el
VRS-Ay de 23,44 para el VRS-B.

Se ha observado una diferencia significativa entre el valor
medio de los Ct y el observado en los pacientes adultos infec-
tados por el VRS-A (32,46; p<0,05) y por el VRS-B (27,85;
p<0,05). También se ha observado esta significacion en aque-
llas muestras que fueron positivas en la prueba de la deteccién
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Tabla 1
Valores de Ct detectados en las muestras con presencia del virus respiratorio sincitial
Virus Ct-medio Coinfeccion Adultos Ag-positivo’
(N=150) (N=22) (N=31) (N=29)
VRS-A 23,75 22,94 32,46 19,18
(N=150) (N=42) (N=48) (N=48)
VRS-B 24,49 23,44 27,85 19,16
VRS-A: virus respiratorio sincitial tipo A; VRS-B: virus respiratorio sincitial tipo B.
" Ag-positivo: deteccién antigénica directa por inmunocromatografia.
Tabla 2
Valores de Ct detectados en las muestras con presencia de virus gripales Ay B
Virus gripal Ct-medio RC URGA ING udl Ped
(N=150) (N=29) (N=31) (N=38) (N=21) (N=31)
A (HIN1)pdmO09 31,02 31,28 32,14 31,59 29,86 29,55
(N=150) (N=27) (N=39) (N=32) (N=16) (N=36)
A (H3N2) 31,03 31,14 30,35 32,25 31,01 30,36
(N=150) (N=18) (N=23) (N=22) (N=0) (N=87)
B 28,87 27,48 29,32 31,00 00,00 28,67
ING: pacientes ingresados; Ped: pacientes pediatricos (<14 afios); RC: red centinela; UCI: unidad de cuidados intensivos;URGA: urgencias adultos.
Tabla 3
Valores medios de Ct detectados en las muestras positivas al virus respiratorio sincitial y a los
virus gripales en los pacientes pedidtricos
VRS-A VRS-B A(HIN1)p A(H3N2) B
(N=119) (N=102) (N=31) (N=36) (N=87)
0-4 meses 20,53 21,06 30,51 30,66 23,79
5-12 meses 22,80 21,98 30,86 30,98 25,12
1-2 afios 23,05 24,96 31,15 31,01 26,52
3-14 afios 24,54 28,08 31,54 31,18 29,89

VRS-A: virus respiratorio sincitial tipo A; VRS-B: virus respiratorio sincitial tipo B.
" p<0,05 en comparacién valor Ct medio.

antigénica, tanto para el VRS-A (19,18; p<0,05) como para el
VRS-B (19,16; p<0,05) (tabla 1).

El valor medio de los Ct observado en los pacientes con infec-
cién causada por el virus gripal A (H1IN1)pdmO09 ha sido de 31,02
(intervalo 19,09-38,59), para el virus gripal A (H3N2) de 31,03
(intervalo 21,74-39,34) y para el virus gripal B de 28,87 (intervalo
21,16-38,72).

En las infecciones gripales no se ha observado significacion
estadistica en los valores medios detectados en los pacientes proce-
dentes de la RC, de los diagnosticados en URGA ni en los ingresados
hospitalarios. En los pacientes adultos ingresados en la UCI solo se
ha observado un valor medio algo mas bajo en los infectados por el
virus gripal A (H1N1)pdmO09 pero sin significacién estadistica. No
hubo ningtn paciente ingresado en la UCI con infeccién por gripe
B (tabla 2).

De acuerdo con la edad de los pacientes pediatricos solo se ha
observado significacién estadistica en el valor medio de los Ct de
los pacientes incluidos en los grupos de 0-4 meses para el VRS-A'y
este grupo y el de 5-12 meses para el VRS-B (tabla 3).

Las infecciones gripales pediatricas tampoco han mostrado glo-
balmente diferencias significativas en los valores de Ct. Por grupos
de edad solo los pacientes incluidos en los grupos de 0-4 meses y
de 5-12 meses e infectados por el virus gripal B han mostrado un
valor medio inferior (p>0,05) (tabla 3).

Discusion

Los valores medios de los Ct detectados en las IRA causadas por
el VRS-A y B han mostrado resultados similares sin diferencias sig-
nificativas. Es dificil comparar estos valores con los comunicados en
otros estudios ya que probablemente los valores puedan variar en
cada sistema de deteccién molecular. A pesar de ello, Fuller et al.®

han obtenido un valor medio de 27,20 para el VRS sin diferenciar
el tipo viral.

En el estudio realizado por Borg et al.® se establece una rela-
cién entre la carga del VRS (copias/ml) y el valor del Ct obtenido
en el proceso de amplificacién. De acuerdo con este estudio un
valor medio de 24 (parecido al nuestro) le corresponderia una
carga media de 1 x 10° copias/ml®. Utilizando también el nimero
copias/ml Do et al.”> también comprueban que la carga de VRS es
mas elevada en los pacientes pediatricos que requieren ingreso en
cuidados intensivos (3,8 x 107 copias/ml) que los que no ingresan
(2,5 x 106 copias/ml).

En nuestro estudio no hemos podido observar valores de Ct
del VRS-A o VRS-B inferiores en las coinfecciones por otros virus
respiratorios como comunican otros estudios?; aunque no hemos
comprobado el valor del virus asociado.

Las IRA causadas por el VRS en la poblacién adulta sigue siendo
una entidad poco frecuente aunque parece que se estd incremen-
tado, probablemente por la utilizacién de técnicas moleculares de
deteccién'?. Los valores medios de Ct detectados en los pacientes
adultos con IRA por el VRS han mostrado ser significativamente mas
elevados, tanto para el VRS-A como VRS-B, que el valor medio de
los mismos. Este dato parece indicar que la carga viral en este grupo
de pacientes es menor que la observada en los pacientes pediatri-
cos y que probablemente las patologias de base de estos pacientes
constituyen el factor predisponente de estas infecciones.

Sin embargo Lee et al.'! en un estudio sobre 123 pacientes
han observado que los adultos hospitalizados presentaban eleva-
das concentraciones del RNA del VRS en el momento del ingreso y
ademas que la mayor carga viral se relacionaba con el desarrollo de
complicaciones e ingresos en la UCI.

Hemos estudiado el valor medio de los Ct detectados en aque-
llos pacientes pediatricos con deteccién antigénica positiva antes
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de realizar la amplificacién molecular. El valor medio ha sido muy
similar en los dos VRS (19,18 vs. 19,16) y significativamente infe-
rior, por lo tanto con una mayor carga viral, al valor medio general.
Este resultado es légico ya que la sensibilidad de la mayoria de
técnicas rapidas no es muy elevada. De acuerdo con el estudio de
Borg et al.® a este valor medio le corresponderian 1 x 106 copias/ml
que podria ser el limite de deteccién de nuestra técnica antigénica.
En el estudio de Moesker et al.'? en el que utilizan el mismo sis-
tema comercial que nosotros en la deteccién antigénica frente al
VRS, establecen que las muestras falsamente-negativas se deben a
valores de Ct elevados, es decir a cargas virales bajas, confirmando
nuestros resultados.

No hemos encontrado estudios que permitan comparar los
resultados obtenidos frente al VRS en diferentes segmentos de
edad. Nuestros datos apoyan la idea general de que a menor edad
mayor carga viral y esto parece ser confirmado en este estudio. Los
grupos etarios con menor valor medio de Ct, con respecto al glo-
bal, se sittian por debajo de los 12 meses tanto para el VRS-A como
VRS-B.

En nuestro estudio el valor medio de los Ct de los virus A
(HIN1)pdmO09 y A (H3N2) ha sido muy parecido; mientras que el
observado para el virus gripal B (28,87) ha sido inferior, aunque
probablemente no deben compararse entre si por utilizar dianas
de amplificacién distintas. No se ha observado tampoco diferencias
en los pacientes procedentes de la comunidad (red centinela, RC)
con valores medios parecidos a los detectados en los pacientes que
eran diagnosticados en las URGA. Spencer et al.” han observado que
el valor medio de los Cts de los pacientes con gripe A, sin especifi-
car, fue de 26,9 y con gripe B de 25,3; tal y como se ha mencionado
el empleo de técnicas moleculares diferentes no permite realizar
comparaciones.

Tampoco hemos observado diferencias entre los pacientes
ingresados y los atendidos en URGA. Solo aquellos pacientes que
precisaron de ingreso en la UCI han mostrado un valor medio de
los Cts algo mas bajo para el virus gripal A (HIN1)pdm09 pero
no para el A (H3N2). Estos datos parecen indicar que el valor
de la carga viral presente en las muestras respiratorias no es el
elemento determinante del ingreso hospitalario o en la UCI, sino
probablemente la edad y las patologias de base que presentan estos
pacientes'3.

En el caso de la gripe B tampoco se han observado diferen-
cias significativas en ninguno de los grupos estudiados, incluso en
los pacientes ingresados el valor medio de los Ct era algo supe-
rior a la media (menor carga viral). Al igual que con la gripe A,
Lee et al.'*!> también han comunicado una mayor carga de este
virus en los pacientes con ingreso hospitalario. No hemos anali-
zado ningin paciente con gripe B ingresado en la UCI por afectar
preferentemente a la poblacién pediatrica.

El andlisis de las infecciones gripales en la edad pediatrica no ha
mostrado diferencias significativas en ninguno de los tipos gripales.
Para los virus gripales A el valor fue algo inferior pero no significa-
tivo y para el virus B casi coincidente con el valor medio. Este hecho
se debe a que en este estudio el 58% de todos los pacientes tenian
una edad inferior a los 14 afos.

Al analizar las infecciones gripales pediatricas por grupos eta-
rios solo se ha observado diferencias significativas en el virus gripal
B en los segmentos de 0-4 meses y de 5-12 meses. Es decir los
pacientes menores de un afio parece que presentan una carga viral
mas elevada que el resto. No se han encontrado otros estudios en
los que se analice la carga viral de los pacientes pediatricos con

gripe B, de modo que estos datos no pueden compararse con otros
previos.

En resumen en el caso de las IRA por VRS hemos podido com-
probar cémo la carga viral parece ser mal elevada en los nifios que
en los adultos y que la deteccién antigénica directa solo podria ser
positiva con valores por debajo de la media. En la infeccién gripal
apenas hemos detectado diferencias entre los diferentes valores de
Ct de los grupos estudiados.
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