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RESUMEN

Palabras clave:

Virus de la gripe En el afio 2018, todavia hay laboratorios de microbiologia que no subtipan o no detectan virus de la gripe,

Diagnéstico de gripe uno de los principales agentes de la neumonia adquirida en la comunidad. Uno de los retos principales es
Vigilancia epidemioldgica acercar tecnologias de tipo multiplex a la mayor parte de laboratorios de diagnéstico viroldgico clinico, lo
Seroepidemiologia que facilita que el diagnéstico etiol6gico de la gripe y otros virus respiratorios sea factible en tiempo y for-
Neuraminidasa ma en todos aquellos casos clinicos que lo precisen, y limita asi tratamientos antibidticos. Otras herramien-
CONSISE tas diagnosticas, como los marcadores asociados con gravedad y la deteccién de resistencias, son retos

pendientes de completar y expandir. El cultivo del virus, herramienta imprescindible en la vigilancia epide-
mioldgica del virus, ha quedado relegado por las técnicas moleculares mas sensibles y asequibles. La se-
cuenciacién del virus gripal junto con la caracterizacién antigénica y las técnicas de deteccion de anticuer-
pos frente a la hemaglutinina y la neuraminidasa acompaifiaran en un futuro a otras técnicas para detectar
anticuerpos frente a otras proteinas estructurales, lo que ayudara a entender la compleja epidemiologia de
estos virus y la produccién de nuevas vacunas y su evaluacion. Informacién sobre el suplemento: este arti-
culo forma parte del suplemento titulado «Programa de Control de Calidad Externo SEIMC. Afio 2016», que
ha sido patrocinado por Roche, Vircell Microbiologists, Abbott Molecular y Francisco Soria Melguizo, S.A.
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Diagnostic challenges in influenza

ABSTRACT

In 2018 there are still microbiology laboratories that do not subtype or detect influenza viruses, one of the

fgﬁﬁ'vims main agents of community-acquired pneumonia. A major challenge is to introduce multiplex-type techno-
Influenza diagnosis logies into most clinical virological diagnostic laboratories, increasing the feasibility of timely etiological
Epidemiological surveillance diagnosis of influenza and other respiratory viruses whenever required and thus limiting antibiotic
Seroepidemiology treatments. Other diagnostic tools such as markers of severity and the detection of resistance are pending
sg';lrsalfs“g“idase challenges to complete and expand. Viral culture, an essential tool in the epidemiological surveillance of

viruses, has been relegated by more sensitive and affordable molecular techniques. Sequencing of the in-
fluenza virus together with the antigenic characterisation and detection techniques of antibodies against
hemagglutinin and neuraminidase will, in future, be used in tandem with other techniques to detect anti-
bodies against other structural proteins, helping to elucidate the complicated epidemiology of these viru-
ses and the production of new vaccines and their evaluation. Supplement information: This article is part
of a supplement entitled «SEIMC External Quality Control Programme. Year 2016», which is sponsored by
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Introduccion

La gripe esta en contra de dogmas y suposiciones. A lo largo de su
historia ha sido uno de los virus mas elusivos en cuanto al hecho de
mostrar aspectos de su patologia, epidemiologia, respuesta inmuno-
légica y correlatos de proteccion. Las caracteristicas de su biologia
contindan siendo un reto de tal manera que en cada una de las areas
del conocimiento de la gripe existen lagunas que impiden ver com-
pletamente el rompecabezas de la infeccién gripal en su conjunto,
incluidos los aspectos relativos a su diagnéstico.

La gripe estd producida fundamentalmente por los tipos de vi-
rus Ay B ya que el virus C produce solo casos esporadicos, en general
leves o asociados con otros virus respiratorios’. El tipo A de la gripe
procede de un reservorio salvaje solo parcialmente desvelado en
aves, donde se han identificado 16 tipos distintos de hemaglutinina
(H1-H16)? y otros 2 tipos adicionales, H17 y H18, en murciélagos?
(fig. 1). Una de las caracteristicas que deben tenerse en cuenta es su
capacidad de salto de la barrera de especie desde el reservorio aviar
hacia otros huéspedes mamiferos, incluido el hombre, en el cual pro-
duce cuadros clinicos de gripe animal con una presentacién clinica
diferente a la clasica del sindrome gripal por virus gripales huma-
nos*°.

En cambio, el tipo de gripe B es exclusivamente humano, con ca-
sos esporadicos de infecciones a otros huéspedes animales®’. Por
tanto, desde un punto de vista meramente epidemiolégico, es un vi-
rus que podria llegar a ser erradicado si no aparece otro huésped
animal desconocido y se dispone, en un futuro, de una vacuna de
efectividad superior a la actual.

A pesar de los afios transcurridos desde el descubrimiento del vi-
rus de la gripe, de la existencia de una vacuna desde hace mas de
60 afios y de una red importante de laboratorios a nivel mundial in-
cluidos en el Sistema de Vigilancia Internacional y de Respuesta fren-
te a la Gripe (GISRS, Global Influenza Surveillance and Response Sys-
tem)?, existen todavia numerosos retos diagnésticos que precisan
respuesta.

En términos generales, conviene recordar que a lo largo de la vida
asistencial y laboral de un profesional sanitario, entre el 22 y el 25%
de las gripes clinicas estaran causadas por el virus B. Esto nos vuelve
a situar ante el titulo de este articulo y nos obliga a formularnos otra
pregunta: ;tenemos los recursos necesarios para un correcto diag-
noéstico, control, tratamiento, vigilancia epidemiolégica y prevencion
que necesitan aplicarse para cualquier caso de gripe? La respuesta,
evidentemente, es no.
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Figura 1. Distribucién de los tipos conocidos de hemaglutinina (HA) y neuraminidasa
(NA) en las diferentes especies?®. *Sin transmisién interhumana. *Linajes establecidos.
"Brotes epidémicos.

La gripe A se presenta anualmente con una estacionalidad muy
marcada en los meses de invierno, excepto en los paises de clima
tropical®, y en forma pandémica con un intervalo temporal descono-
cido cada vez que un salto de la barrera de especie o un reordena-
miento genético permite la emergencia de un subtipo viral, frente al
cual una gran parte de la poblacién no tiene experiencia infecciosa
previa. La gripe B, aunque solo produce epidemias estacionales, ge-
neralmente acompafia a subtipos A, principales responsables de las
epidemias estacionales; puede liderar y predominar algunas tempo-
radas y sustituir al protagonismo epidémico del tipo A.

Desde el punto de vista taxondmico y virolégico hay que recordar
que desde 1977 han cocirculado en seres humanos 2 subtipos huma-
nos de gripe: el subtipo H3N2 desde su aparicién en la pandemia de
gripe de Hong Kong y el subtipo HIN1pdm que emergi6 en 2009 y
reemplazé rapidamente al subtipo HIN1, reemergido en 1977, El
virus B no tiene subtipos, pero desde finales de los ochenta del siglo
pasado se observé una divergencia filogenética importante, segtn la
cual se diferenciaron 2 linajes, B/Victoria y B/Yamagata''2, con sufi-
ciente distancia antigénica para que la respuesta inmunolégica fren-
te a uno de ellos no proteja adecuadamente frente al otro'.

Los retos diagnésticos son diferentes si el objetivo del diagndstico
de la gripe es clinico-virolégico o se encuadra dentro de la vigilancia
epidemioldgica (tabla 1). En ambos casos, este diagndstico puede re-
querirse en casos clinicos atipicos, tanto en medicina ambulatoria
como hospitalaria, en brotes en instituciones cerradas y, finalmente,
en casos graves que requieran ingreso hospitalario o en unidades de
criticos (UCI)“'5, Ademas, los virus de la gripe de huéspedes anima-
les pueden producir casos en seres humanos, en los cuales los retos
diagndsticos son diferentes'®’,

Desde un punto de vista meramente conceptual, el diagnéstico de
gripe de casos individuales debe, a partir de muestras individualiza-
das, permitir el diagndstico, tratamiento y control del paciente con-
creto, mientras que en el caso de brotes institucionales o de la vigi-
lancia epidemiolégica reglada estas muestras obedeceran a criterios
de definicién epidemiolégica de caso, casos inusuales, casos graves o
en huéspedes peculiares (inmunodeprimidos, obesos, enfermos reu-
maticos, etc.) sin que su objetivo final sea exclusivamente el diagn6s-
tico clinico. Por tanto, los retos diagndsticos no son iguales en el pe-
riodo de vigilancia epidemiolégica de la gripe que fuera de él, ni en
la préctica clinica habitual que en la vigilancia epidemiolégica.

La vigilancia epidémica de gripe abarca desde la semana 40 de un
afio a la semana 20 del siguiente; en Espaifia existe, ademads, un pe-
riodo de vigilancia ampliada por parte del Sistema de Vigilancia de la
Gripe en Espafia (SVGE) que abarca el periodo interepidémico’. Des-
de el punto de vista epidemiolégico, los retos diagnésticos de la gripe
no son iguales en periodos interpandémicos que en el periodo pan-
démico, en el cual la aparicién de un subtipo nuevo plantea un esce-
nario diagnéstico distinto, en el cual la mayor parte de los reactivos
existentes en forma comercial no han podido ser debidamente ensa-
yados y comprobados.

A partir de la emergencia pandémica del afio 2009 han prolifera-
do numerosos sistemas diagnésticos, basados principalmente en la
metodologia molecular, que han sido objeto de revisién reciente en
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica®. Sin embargo, nin-
guno de ellos cumple con todos los requerimientos diagnésticos
para una enfermedad tan compleja desde la aproximacién viroldgi-
ca y epidemioldgica. En otro orden de cosas, el diagndstico de tipos
pandémicos emergentes puede plantear problemas adicionales de
seguridad en el laboratorio, asi como en la gestion de los enfermos
en el hospital.

Por todo lo expuesto, los retos diagndsticos de la gripe son varia-
dos y abarcan desde la asistencia ambulatoria pediatrica y de adultos
hasta la de hospitalizados. Si se tiene presente la existencia de uni-
dades especiales de hospitalizacién (hematoldgicos, inmunodepri-
midos, trasplantados, etc.) en los complejos sistemas sanitarios ac-
tuales, estos servicios precisan un diagnéstico etiolégico de gripe
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Tabla 1

Ventajas, desventajas y aplicabilidad de las técnicas diagndsticas de gripe en la practica clinica y la vigilancia epidemiolégica

Aplicabilidad clinica/

Método Tiempo Ventajas Desventajas epidemiologia

ICCy otras técnicas de < 15 min Rapido y muy especifico Sensibilidad baja o moderada, algunos requieren ++[-

detecci6n antigénica rapida pretratamiento de las muestras

IFD 3-7 dias Especifico y directo Sensibilidad menor que la PCR y mayor ++[-
que la ICC

Cultivo 3-7 dias Viabilidad del virus, obtencion de cepas  Labor intensiva y necesidad de personal +[+++

y facilita la caracterizacién antigénica cualificado, sensibilidad complementaria a otras

técnicas

RT-PCR 4-6 horas Sensible y especifica Aparatos especificos y personal cualificado, [+
y requiere extraccion previa

POC 15-60 min Muy rapida Aparatos sofisticados, sensibilidad y [+
especificidad menor que las PCR convencionales;
en general no identifica subtipos y necesita ser
complementado por otras técnicas

Secuenciacién 1 semana Informacion completa sobre la genética ~ Protocolos muy laboriosos, falta de reactivos +[+++

del virus y protocolos comerciales, necesita aparatos

sofisticados y personal cualificado

Métodos de caracterizacién 24-48 horas Mucha informacién sobre el fenotipo Requiere reactivos dificiles de conseguir, —[+++

antigénica y detecci6n de del virus y el nivel de anticuerpos protocolos muy laboriosos y complejos de

anticuerpos (RIH, MN y ELLA) frente a él interpretar, y métodos no estandarizados

MUNANA 24-48 horas Informacion fenotipica sobre Requiere reactivos dificiles de conseguir, —[+++

resistencia a antiviricos

protocolos muy laboriosos y complejos de
interpretar, y métodos no estandarizados

ELLA: enzyme-lynked lectin assay; ICC: inmunocromatografia; IFD: inmunofluorescencia directa; MN: microneutralizacién; MUNANA: acido 4-metilumbeliferil-N-acetilneurami-
nico; POC: point of care; RIH: reaccién de inhibicién de la hemaglutinacién; RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

para reducir la difusién intrahospitalaria de esta enfermedad y opti-
mizar los cuidados de sus pacientes.

La gripe es una enfermedad de declaracién obligatoria en el siste-
ma sanitario espafiol y es objeto de especial vigilancia a nivel nacio-
nal por el SVGE y los laboratorios asociados con este dispositivo sa-
nitario. A nivel internacional es la (inica enfermedad que tiene una
cobertura mundial asegurada por una red de 144 laboratorios nacio-
nales de gripe (NIC, National Influenza Center) repartidos por todo el
mundo, los cuales forman la columna dorsal del GISRS®. Los retos
diagnésticos a este nivel epidemiolégico son diferentes a los requeri-
dos en otros apartados del diagnéstico microbiolégico de gripe y su
implementacién no es, de momento, una prioridad para los centros
hospitalarios ordinarios (tabla 1).

En conjunto, todos los diagndsticos de gripe, virolégico clinico,
epidemiolégico y de vigilancia mundial, asi como otros que sean im-
plantados, deberan coordinarse y debera compartirse la informaciéon
generada, procedimiento absolutamente necesario en una enferme-
dad infecciosa de relevancia sanitaria, que sobrecarga anual y habi-
tualmente los sistemas asistenciales de todos los paises y con periodi-
cidad imprevisible en la presentacién pandémica, lo que representa
un desafio mundial.

Retos en el diagnéstico viroldgico de casos clinicos de gripe

La gripe es una enfermedad que, en su presentacién clinica tipica
en el periodo estacional, no requiere necesariamente diagndstico vi-
rolégico. Sin embargo, el diagndstico es necesario siempre en casos
que requieran atencién médica hospitalaria o en personas con pato-
logias de base® (fig. 2). Este diagnéstico es importante en casos fuera
del periodo estacional y debera llevarse a cabo en casos clinicos en
que haya una patologia infecciosa sin filiar cuando las redes de vigi-
lancia hayan notificado la circulacién del virus.

Los sintomas no permiten diferenciar el tipo responsable de vi-
rus, asi que para el diagnéstico virolégico los métodos empleados

deberan tener las mismas caracteristicas operacionales para el
tipo A que para el B. Uno de los principales retos diagnésticos de la
gripe es que el sindrome clinico puede estar ocasionado por otros
virus respiratorios, ademas de la gripe®. Aparte de ello, los casos
pueden ser de distinta gravedad y en huéspedes de muy diferente
condicién clinica. La infeccién gripal puede adoptar distintas for-
mas clinicas de presentacion que van desde las asintomaticas o
paucisintomaticas hasta las que requieren cuidados intensivos o
causan la muerte a personas con patologia subyacente o, con menos
frecuencia, a otras previamente sanas?®.. La urgencia del diagnéstico
en cada uno de esos supuestos es completamente distinta. Por ello,
la base del control clinico de la enfermedad gripal pasa por ofrecer
un diagnéstico microbiolégico rapido y especifico mediante técni-
cas de laboratorio con caracteristicas operacionales (sensibilidad,
especificidad, etc.) aceptables, y disponible y adaptable a los distin-
tos entornos clinicos?.

Tratamiento especifico:
estudio de las resistencias
a antiviricos

Marcadores genéticos
de virulencia en el virus

Centro nal s Gripe
VauLaoowo NIC

Pronéstico del enfermo

Marcadores de gravedad clinica

Repercusiones « Perfiles de secrecion

en la mortalidad, de citocinas
morbilidad e ingreso * Perfiles de expresiéon
hospitalario de ARNm

Figura 2. Factores del virus de la gripe y del huésped que repercuten en el pronéstico
del paciente.
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Como queda reflejado en la revision de los controles de calidad de
la Sociedad Espaifiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica (SEIMC) de los ltimos afios?*?*, el diagndstico microbiolégico
del virus gripal, desde el punto de vista técnico, ha avanzado de ma-
nera exponencial en los Gltimos afios, sobre todo en las técnicas ba-
sadas en ensayos moleculares. La participacién de los laboratorios
espafioles ha experimentado un notable incremento a expensas de la
paulatina adopcién de técnicas rapidas basadas en tecnologia mole-
cular, y muy raramente por la implementacién en los laboratorios de
microbiologia de otras técnicas clasicas basadas en el cultivo celular
del virus o en la deteccién antigénica. Asi, en el afio 2006, el sistema
de control de calidad remiti6 a 70 participantes un portaobjetos para
realizar inmunofluorescencia directa (IFD) de virus respiratorios?. El
portaobjetos contenia material celular fijado, procedente de un lava-
do nasofaringeo de un bebé de 4 meses para que se realizara IFD
frente a antigenos virales de VRS, virus de la gripe A, virus de la gri-
pe By virus parainfluenza 1, 2, 3 y 4. Es importante destacar que el
material remitido no fue idéntico para todos los laboratorios, y fue,
aproximadamente, el 50% positivo en el caso del virus de la gripe Ay
el 50% restante en el caso del virus de la gripe B. Solamente el 58%,
40 laboratorios de los participantes, respondieron y la inmunofluo-
rescencia para VRS fue la mas utilizada y, la que menos, la del virus
parainfluenza 4%, Hubo menor concordancia entre los participantes
que recibieron el portaobjetos con virus de gripe A (87,9%), compara-
da con la obtenida entre quienes recibieron virus de la gripe B
(93,9%). Casi la mitad de los participantes sustituyeron la técnica IFD
para realizar procedimientos moleculares o técnicas rapidas inmu-
nocromatograficas.

Tras la aparicién del nuevo virus A (H1N1)pdmO09 en el afio 2009,
los laboratorios intentaron abastecerse de técnicas de diagnéstico
rapidas basadas en reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, poly-
merase chain reaction) a tiempo real, que con una escasa manipula-
cién evitan en gran medida el error humano. De esta manera se in-
tentd paliar la poca respuesta y la incertidumbre diagnéstica que
surgi6 en el afio 2009 tras la aparicién del nuevo subtipo.

En los afios 2014, 2015 y 2016, la SEIMC volvié a enviar controles
de calidad para la deteccién del virus de la gripe. El del afio 2014 se
trataba de una muestra respiratoria de exudado nasofaringeo resus-
pendida en medio de transporte de virus y el objetivo solicitado era
detectar mediante diagnéstico molecular el virus de la gripe. El nd-
mero de participantes se vio incrementado de manera notable res-
pecto al control de calidad de 2006, pues participaron 91 laborato-
rios y una concordancia con el resultado de referencia del 92,5%. Sin
embargo, el 16,6% no comunic6 el subtipo de virus, que era una gri-
pe A(HIN1)pdmO9. En este control, 3 laboratorios utilizaron, ade-
mas, el cultivo celular en células Madin-Darby de rifién de perro
(MDCK, Madin-Darby canine kidney).

En el afio 2015 se envi6 otro control de calidad similar al afio pre-
vio en cuanto a tipo de muestra y solicitud diagndstica, y en aquel
control el resultado de referencia fue un virus de la gripe A subti-
po H3. Entonces participaron 93 laboratorios, 2 mas respecto al afio
anterior, y en esta ocasién solo el 29% comunicaron el subtipo H3. Es
importante destacar que en este control 8 laboratorios participantes
ya realizaron técnicas combinadas de deteccién de otros virus respi-
ratorios, comunicaron codeteccion en la muestra remitida y abrieron
la puerta a otro reto diagnéstico sobre el significado clinico cuando
se encuentran simultineamente gripe y otros virus respiratorios en
la misma muestra?3,

A partir de 2015, muchas de las técnicas para el diagnéstico del
virus de la gripe han incluido otras dianas de virus respiratorios de-
bido a la importancia de estos en la patologia respiratoria y mas con-
cretamente en la neumonia adquirida en la comunidad?®. Actualmen-
te, existen paneles sindrémicos que, ademas de virus, permiten
detectar bacterias responsables de neumonia atipica, como Legione-
lla pneumophila, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila pneumo-
niae, a las cuales se afiadi6 posteriormente Bordetella pertussis.

En el control de calidad del afio 2016, siguiendo la tendencia as-
cendente, participaron 98 laboratorios, a los cuales se les requirié
una vez mas un diagndstico basado en técnicas rapidas moleculares
de un virus A HIN1pdm. En general, hubo un alto porcentaje de con-
cordancia con el diagndstico de referencia y no se informé en el in-
forme de control de calidad sobre el subtipado. La posibilidad de in-
fecciones dobles o consecutivas por distintos tipos o subtipos de
virus de la gripe obliga a disponer, al menos, de métodos que permi-
tan el tipado del virus (A o B) y, en otros casos, de subtipado aunque
clinicamente es menos importante determinar el linaje de la gripe B.

La evolucién ascendente en el nimero de laboratorios participan-
tes en la identificacion de virus respiratorios, entre ellos la gripe,
muestra que el uso de métodos moleculares basados en diferentes
principios se ha ido modificando a lo largo de los afios y no tienen
ningln uso mayoritario un tipo de tecnologia ni una sola marca co-
mercial. El manejo sencillo y la escasa manipulacién que requieren
han convertido a algunas de ellas en métodos point of care (POC).
Cada laboratorio elige entre la amplia oferta existente la técnica que
mejor se adapta a sus necesidades. En general, se observa una ten-
dencia a informar mas frecuentemente el subtipo cuando este es H1
y menor cuando es H3 debido a la menor presencia de la diana H3 en
las pruebas moleculares.

El avance en los hospitales de los Programas de Optimizacién de
Uso de los Antibi6ticos (PROA) y el interés por realizar una adecuada
politica antimicrobiana es otro pilar importante en la implantacion de
equipos POC para el diagnéstico tanto del virus gripal como de otros
virus responsables de patologia respiratoria, que limitan el consumo
de antibiéticos al presentar un diagndstico virolégico confirmado por
el laboratorio. Las nuevas técnicas ofrecen un diagnéstico en 30-
60 minutos y realizan el tipado y subtipado dentro de la misma reac-
cién?. Aunque en los POC se corre el riesgo de perder sensibilidad y
obtener resultados falsos negativos en muestras con escasa carga viral
y con algunos equipos frente a subtipos A(H3N2). En este sentido, hay
que prestar especial atencién al posible descenso de rentabilidad de
las técnicas moleculares asociado con mutaciones genéticas en regio-
nes consideradas muy conservadas, como la proteina M, en la cual se
basan numerosas técnicas moleculares. Este descenso de sensibilidad
puede deberse al predominio de clones circulantes o a la emergencia
del virus de la gripe de origen zoonético que no coincide exactamente
con las dianas que detecta la técnica molecular empleada®.

En el entorno hospitalario deberian elegirse plataformas que de-
tecten gripe en un gran nimero de muestras, de forma semiautoma-
tizada, para determinar el tipo y subtipo de virus gripal. El uso de
técnicas exclusivamente para diagnéstico de gripe A y B ofrece, en
general, mejores resultados de sensibilidad y especificidad que cuan-
do se utilizan técnicas combinadas, denominadas multiplex, que pue-
den ofrecer mas de 20 dianas de patdgenos respiratorios (virus y
bacterias) en una ronda diagnéstica. Estas pueden tener mermas de
sensibilidad debido a la variabilidad del virus en determinadas tem-
poradas gripales?”?8, Esta menor sensibilidad y especificidad es pro-
ducida por la competitividad de los reactivos moleculares hacia el
material genético que se quiere detectar y puede producir resultados
falsos negativos®.

Cultivo celular en el diagnoéstico virologico del virus de la gripe

El diagnéstico clasico basado en el cultivo celular solo esta pre-
sente en laboratorios impregnados de lo que podria denominarse
«cultura de diagndstico virolégico independiente», anterior a la exis-
tencia de técnicas comercializadas. Algunos laboratorios han inter-
pretado que el cultivo de lineas celulares ofrece una nueva dimen-
sién y potencialidad diagnéstica frente a nuevos virus, que debe ser
combinada obligatoriamente con la seguridad del laboratorio. Aun-
que la realizacion de la técnica continta siendo lenta, costosa y ne-
cesita mucho tiempo de manipulacién, concede ventajas sobre las
técnicas moleculares, como la prueba de viabilidad del virus o su
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utilizacién en otras técnicas de caracterizacion e identificaciéon anti-
génica o genética***. En la actualidad existen células comercializa-
das MDCK, MDCKsiat1 y A549, tanto en frascos para su tripsiniza-
cién, posterior reparto en tubos o viales, y mantenimiento, asi como
ya listas en shell-vial, que hacen mas asequible la implementacién de
esta metodologia para el uso hospitalario.

Un requisito determinante para el diagnéstico mediante cultivo
celular es que el virus sea viable y ello requiere exigencias adicionales
de transporte y conservacién de la muestra, superiores a las requeri-
das para el diagnéstico molecular. El cultivo celular es el Gnico que
permite obtener virus vivo y establece el diagndstico cuando el geno-
ma del virus sufre variaciones respecto a las sondas en que estan ba-
sadas las técnicas de PCR, de especial importancia en el diagnéstico
de casos de gripe animal o zoon6tica, o en la emergencia de variantes
mayores pandémicas. En 2009 se diagnostic6é de forma fortuita (se-
rendipica) la emergencia pandémica del subtipo A(HIN1)pdmO09,
ante la imposibilidad de subtipado con las PCR existentes, de una
muestra clinica positiva para gripe A y varios falsos negativos mole-
culares solo detectables mediante cultivo. Esta falta de sensibilidad
de algunos equipos de deteccién genémica se ha hecho evidente fren-
te a variantes del subtipo A(H3N2) mucho mads variable que el
A(H1N1)pdm09272832, Por ello, en determinados casos, el cultivo celu-
lar puede servir como técnica de rescate en el diagnéstico clinico y,
aunque con menor sensibilidad que el diagnéstico molecular, conti-
nua siendo uno de los métodos diagndsticos de referencia.

Deteccién de mutaciones asociadas con resistencia y carga viral

Otros retos pendientes de estandarizacién y solucién global en el
diagnéstico virolégico clinico de la gripe son la correlacién y medida
de la carga viral en determinados procesos gripales graves o la detec-
cién de mutaciones asociadas con resistencia a los antiviricos. Tam-
bién son necesarios otros métodos estandarizados y marcados para
cuantificar y seguir virolégicamente la evolucién de la infeccion.
Desde la pandemia de 2009 se demostré la importancia de la «tor-
menta de citocinas», asi como sus perfiles de expresion de acido ri-
bonucleico mensajero (ARNm) y la activacién celular, que no han
tenido continuidad en su aplicacién clinica®*-*. Finalmente, es nece-
saria una metodologia asequible para los laboratorios de microbiolo-
gia hospitalarios que permita el control de la resistencia a antiviricos
especificos®®. Estos aspectos permitirdn una gestién 6ptima de la
asistencia clinica moderna a los enfermos de gripe.

Actualmente, solo la deteccion de la mutacion H275Y del subti-
po A(HIN1)pdmO09 podria ser implementada a nivel hospitalario de
forma generalizada. Otras mutaciones diferentes del mismo subtipo,
asi como las que pueden aparecer en el subtipo A(H3N2), solo pue-
den abordarse mediante técnicas como la secuenciacion o snips (sin-
gle nucleotide poymorphism), que no estan adecuadamente homolo-
gadas. La gran variabilidad del virus de la gripe A hizo que en 1997 se
produjera un reemplazo del subtipo salvaje sensible a adamantanos
por un subtipo mutado resistente que sustituyé en 2 afios al salvaje.
La aparicién en 2009 del subtipo A(H1N1)pdmO09 genéticamente re-
sistente a estos farmacos hizo que solo dispusiéramos de la familia
de inhibidores de la neuraminidasa. Sin embargo, nadie puede asu-
mir que no pueda volver a reemerger un subtipo A que pueda ser
sensible a las aminas ciclicas (amantadina y rimantadina); antiviri-
cos que volverian a estar otra vez vigentes como opciones terapéuti-
cas frente al virus gripal. Aparte de ello, debe citarse la autorizacién
en algunos paises (Estados Unidos y Jap6n) de baloxavir marboxil, un
inhibidor de la endonucleasa que solo requiere una dosis en las pri-
meras 48 horas de aparicién de los sintomas; aunque hace que sea
mas dificil la seleccion de resistencias por tratamientos incompletos,
se han descrito ya variantes resistentes en un porcentaje pequefio,
hecho que incide en la necesidad de que los laboratorios de micro-
biologia clinica se doten de tecnologia para afrontar las resistencias
a los antiviricos frente a la gripe, al igual que frente a las bacterias.

Retos en el diagnéstico de gripe en la vigilancia epidemioldgica

Los objetivos del diagndstico de gripe en la vigilancia epidemiol6-
gica son distintos a los del diagnéstico virolégico clinico. El diagndstico
epidemioldgico busca confirmar la circulacién y difusién del virus, el
virus predominante en brotes y epidemias y otras caracteristicas que
se exponen en la tabla 2.

Los sistemas de vigilancia epidemiolégica de gripe requieren da-
tos viroldgicos precisos, en los cuales primen la calidad y profundi-
dad diagnésticas mas que la urgencia del diagndstico virolégico asis-
tencial. Esta informacién detallada permite que el GISRS cumpla su
funcién y esté preparado para detectar cualquier amenaza gripal lo
antes posible. A este respecto, conviene recordar que en el afio 2008
el SVGE fue capaz de detectar un caso de infeccién por un virus de
gripe porcina del subtipo A, (H1N1), linaje clasico de cerdos, en una
mujer de Aragén que tenia contacto con cerdos'®"”, Este caso demos-
tré como la red de Aragén del SVGE, coordinada con los servicios
asistenciales, permitié detectar a una persona con gripe porcina, vi-
gilada por los médicos centinela. Aun asi, el sistema de vigilancia
necesita refinarse continuamente para afrontar los retos que el diag-
noéstico de gripe requiere en este campo.

Técnicas moleculares en la vigilancia epidemiologica

El diagn6stico directo en la vigilancia epidemioldgica busca la de-
teccion de virus de la gripe y su caracterizacién genética y antigénica.
Al igual que en el diagnostico virolégico asistencial, la primera linea
diagnéstica para la vigilancia epidemiol6gica moderna es la PCR, la
herramienta mas (til, rapida, sensible y especifica disponible en la ac-
tualidad®’*8, Un reto para el diagndstico epidemiolégico es disponer de
una técnica automatizada molecular con el 100% de sensibilidad que
permitiera la eliminacién rapida de casos negativos de los 18 subtipos
de gripe A existentes. De esta forma, el laboratorio de virologia se con-
centraria de forma preferente en aquellas muestras con resultados
positivos en este cribado diagndstico. Aunque una gran parte de las
técnicas comercializadas tienen como dianas el gen de la proteina M o
NP, muy conservados entre todos los subtipos A, pueden producirse
variaciones importantes de sensibilidad debido a la deriva genética del
virus323%4° que ocurre con relativa frecuencia?’2,

Otro de los grandes retos para el diagnostico con fines de vigilancia
es disponer de técnicas de PCR para subtipos no humanos mas ase-
quibles ya que las distribuidas a través de organismos internacionales
como IRR (International Reagent Resource) o ATCC (American Type
Culture Collection) exigen tramites complejos, incluidos los aduane-
ros. Se facilitaria asi la deteccién de los subtipos de gripe aviares no
estacionales mas importantes (de H5 a H16), especialmente los que
causan casos humanos (H5, H7 y H9), y los del cerdo (H1sw y H3sw).
A estos paneles seria necesario afiadir otros con dianas moleculares

Tabla 2
Principales objetivos del diagnéstico de gripe en la vigilancia epidemiolégica

Deteccién precoz de la circulacion de virus de la gripe y caracterizacion de tipo
y subtipo

Confirmacion virolégica de la aparicién o emergencia en seres humanos de virus
de gripe con potencial pandémico

Informar en tiempo real a la OMS (GISRS) y SVGE sobre el tipo y subtipo de gripe
circulante para la seleccién de cepas vacunales

Analizar la concordancia de las cepas de gripe circulantes con las vacunales

Detectar la aparicion de variantes asociadas con resistencia a antiviricos
o mutaciones de gravedad

Analizar la eficacia de la vacuna en términos de produccién de anticuerpos
protectores

GISRS: Sistema de Vigilancia Internacional y de Respuesta frente a la Gripe; OMS:
Organizacion Mundial de la Salud; SVGE: Sistema de Vigilancia de la Gripe en Espaiia.
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que permitieran identificar mutaciones de resistencia a antiviricos en
todos los virus estacionales humanos.

Cultivo del virus en vigilancia epidemioldgica

El cultivo de los virus de la gripe es un método complementario
que contindia conservando un enorme valor diagndstico afiadido.
Uno de los retos del diagnéstico en vigilancia epidemiolégica que
ayuda a solventar el cultivo de virus es la posibilidad de recuperar
falsos negativos en pruebas moleculares de casos de gripe de origen
animal o composiciones genéticas «exdticas» que escapen a la prime-
ra linea de diagnéstico molecular. El cultivo viral es la técnica funda-
mental para la obtencién de antigenos para realizar pruebas serol6-
gicas especificas o andlisis antigénico y genético in extenso*.

Para el cultivo del virus de la gripe hay 2 sistemas universalmente
reconocidos: el mas clasico, realizado en huevos embrionados de ga-
llina de 9 a 11 dias de incubacién, durante 48-72 horas a 33-35 °C, y
el mas moderno en lineas celulares continuas MDCK y MDCK/Siat1,
que han sustituido a las lineas continuas de rifion de mono emplea-
das antiguamente®. En general, el cultivo en huevo embrionado faci-
lita el aislamiento de los virus de origen aviar y, por extension, de
aquellos que han franqueado la barrera de especie a seres humanos
en épocas recientes. A medida que un virus de la gripe, tras el salto
de la barrera de especie, contintia infectando a huéspedes humanos,
cambia su afinidad por receptores sidlicos de células diana epitelia-
les: Neu-a2,3Gal (receptor aviar) presente en 6rganos profundos por
la de Neu-a2,6Gal (receptor humano) presente en epitelios superfi-
ciales, como la faringe humana, y crece mas dificilmente en huevo®.
A este respecto, conviene recordar que la distribucién de esos re-
ceptores sidlicos es distinta en la cavidad alantoidea (mayoria de
receptores Neu-a2,3Gal) que en la membrana amnidtica que pre-
sentan ambos receptores*.

Debido al cultivo del virus en células durante su propagacion, se
seleccionan mutaciones cercanas a los epitopos inmunodominantes
de la hemaglutinina (HA) que pueden traducirse en variaciones bio-
légicas con consecuencias relevantes. Asi, se ha demostrado con va-
cunas producidas en huevo embrionado y menor efectividad por
cambios préximos al receptor de la HA* o incapacidad para hema-
glutinar (subtipo H3N2 propagado en células MDCK)*. Las lineas
celulares mas frecuentemente empleadas por orden de antigiiedad
son las MDCK, una variante de ellas, MDCK/Siat1, y recientemente
A549 para los virus del subtipo A(H3N2). Estas lineas celulares ex-
presan los 2 receptores: Neu-a.2,3Gal y o2,6Gal*.

Entre los virus A que cocirculan en la actualidad, los que mejor cre-
cen en huevo embrionado son las variantes del subtipo A(HIN1)pdmO09
y las que peor crecen, incluso en células, son las variantes de A(H3N2),
sobre todo los clados 3c.2a y 3c.3a aparecidos en la temporada 2014-
20157, Los virus B crecen preferentemente en células MDCK*,

El reto del cultivo de virus gripal es lograr lineas celulares que
faciliten su propagacién modificando lo menos posible el virus, as-
pecto fundamental para la composicion de las vacunas, ya que la
efectividad de la vacuna antigripal depende de su fidelidad con las
cepas circulantes. La dificultad de crecimiento y correcta caracteriza-
cién de ciertos clados del subtipo A(H3N2) disminuyen la represen-
tacién de esas cepas algunos afios, lo que provoca un descenso de la
efectividad vacunal®*®, Este fendmeno se observé en las campafias
vacunales de las temporadas 2014-2015 y 2016-2017, en las cuales la
efectividad vacunal fue baja (19-30%) debido a las diferencias antigé-
nicas entre la cepa vacunal y la cepa salvaje por las modificaciones
antigénicas sufridas por la primera durante su propagacion en huevo
embrionado®*-52,

Retos diagnésticos en la caracterizacién antigénica y genética

Los objetivos del diagnéstico de la gripe perseguidos por la vigilan-
cia epidemiolégica obligan a determinar con exactitud el subtipo de

gripe A o el linaje de B, en su caso, y llegar hasta el nivel de cepa o
clado genético cuando sea posible. Esta caracterizacién precisa proto-
colos antigénicos y genéticos de forma separada. Los métodos de ca-
racterizacion antigénica se realizan mediante la reaccién de inhibicion
de hemaglutinacion (RIH), en la cual se enfrenta el virus, previamente
cultivado, a anticuerpos especificos frente a cepas de gripe, obtenidos
en animales hiperinmunizados, generalmente ovejas, gallinas, conejos
o hurones. La RIH utiliza hematies de diferentes especies animales (ga-
llina, pavo o cobaya), dificiles de obtener en ocasiones.

Uno de los principales retos es la caracterizacion antigénica de los
virus de la gripe del subtipo A(H3N2). Desde hace varios afios,
este virus se propaga dificilmente en huevo embrionado o en lineas
celulares, y ha sufrido modificaciones en su actividad enzimatica y
en los receptores de la HA tras su cultivo en células MDCK*653, El vi-
rus de este subtipo cultivado en MDCK selecciona ciertas mutaciones
en la posicién aminoacidica 150 de la neuraminidasa, cerca del sitio
catalitico, por lo que esta proteina se comporta con actividad hema-
glutinante®, Estas mutaciones pueden afectar a la infecciosidad y a
la capacidad de aglutinar eritrocitos, por lo que se hace indispensa-
ble utilizar oseltamivir en los ensayos de hemaglutinacién y caracte-
rizacién antigénica de los A(H3N2) ya que la actividad hemagluti-
nante de la neuraminidasa altera los resultados de la RIH para la
caracterizacién antigénica“,

La caracterizacién genética es una herramienta indispensable
para la vigilancia epidemiolégica ya que ofrece toda la informacién
sobre la composicién genética del virus, sobre todo en aquellos casos
en que resulta impracticable la caracterizacion antigénica. Mientras
que todos los cambios antigénicos responden a cambios en la gené-
tica del virus, no todos los cambios genéticos que se producen en la
secuencia de alguno de los 8 genes de la gripe se traducen finalmen-
te en variaciones antigénicas de la proteina que codifican. Hay muta-
ciones silenciosas o sinénimas, y sustituciones de aminoacidos que
no se traducen en cambios de la proteina. Por ello tienen especial
interés tanto la caracterizacién antigénica como genética y la infor-
macién obtenida por ambas metodologias se complementa.

La secuenciacién identifica con total fiabilidad la cepa de gripe y
su relacién con otras, por lo que permite construir arboles filogené-
ticos y evaluar la evolucién y deriva genética del virus®%. Asimismo,
sirve para identificar la existencia de mutaciones de resistencia a far-
macos antiviricos y otras mutaciones compensatorias en la HA y la
neuraminidasa (NA) del virus®>°¢, También ayuda a identificar muta-
ciones relacionadas con la patogenicidad, como la D222G, que per-
mite al virus infectar las vias respiratorias bajas, o evaluar mutacio-
nes relacionadas con la especificidad del hospedador®. Los métodos
de secuenciacién se realizan principalmente por Sanger o técnicas de
NGS (next generation sequencing).

Un reto diagndstico de este apartado consiste en el hecho de que
la gestion de la informacién genética obtenida es dificil y laboriosa
con las herramientas informaticas disponibles, lo que implica espe-
cializacién del personal que maneje este tipo de técnicas, y limita su
uso en ciertos laboratorios.

Diagnéstico indirecto

Los métodos de diagnéstico indirecto tienen una aplicacién mu-
cho mas epidemiolégica que clinica. Tanto la RIH como la microneu-
tralizacién (MN) y otras técnicas ya mucho menos utilizadas, como la
hemdlisis radial simple, son técnicas para evaluar la eficacia serold-
gica vacunal frente a la gripe y estudios de seroepidemiologia. Estas
técnicas, realizadas por un nimero muy escaso de laboratorios, sir-
ven para determinar el nivel de anticuerpos basales en una pobla-
cion, la eficacia serolégica de una vacuna antigripal, la persistencia
de los anticuerpos, diferenciar poblaciones de pacientes que no han
estado expuestas previamente al patégeno y aquellas que lo han es-
tado, o evaluar la proteccién heterotipica frente a variantes de gripe
pandémica®,
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Uno de los grandes problemas de los métodos de diagnéstico in-
directo es su escasa estandarizacién, su nula automatizacién y el di-
ficil acceso a la compra y adquisicién de los reactivos. La estandari-
zacién de estos métodos diagnosticos es mas dificil que la de los
utilizados en el diagnéstico microbiolégico clinico, que utiliza pro-
ductos aprobados por la FDA o con marcado CE con certificados IVD
(in vitro diagnostic) listos para su uso en cualquier laboratorio.

Muchas de estas técnicas han sufrido adaptaciones a lo largo del
tiempo, sin coordinacién entre los diferentes laboratorios. Por ello,
no hay consenso sobre estos protocolos, lo que dificulta la compara-
cion de los resultados entre laboratorios. Para solucionar este reto,
han aparecido consorcios internacionales, como CONSISE (Consor-
tium for the Standarization of Influenza Seroepidemiology), cuyo
objetivo es la estandarizacién de los protocolos utilizados para la
seroepidemiologia de gripe®.

El reto que intentan solucionar estos consorcios es la adecua-
cion de los correlatos de proteccion serolégica a los nuevos cono-
cimientos cientificos. Por ejemplo, en RIH un titulo > 1:40 se acep-
ta internacionalmente como protector®!. Sin embargo, bibliografia
reciente sugiere que este correlato no es del todo correcto para
personas menores de 14 afios o para personas mayores de 65 afios,
por lo que es necesario adecuarlo a esas poblaciones. Ademas, el
estudio de los anticuerpos frente a otras proteinas del virus, como
la neuraminidasa, obliga a determinar si los correlatos de protec-
cién son para cada antigeno, o por el contrario, pueden usarse los
mismos para todos.

Los requerimientos y retos de futuro para el diagnéstico de la
gripe en la vigilancia epidemiolégica son, fundamentalmente, uni-
versalizar y estandarizar las técnicas existentes al simplificarlas y
volverlas mas accesibles a los laboratorios. Sin embargo, las nuevas
aproximaciones a las futuras vacunas antigripales obligan a buscar
nuevas técnicas de diagnéstico indirecto que sean capaces de detec-
tar anticuerpos frente a zonas conservadas de proteinas viricas, fren-
te a las cuales no se dispone de ningiln ensayo estandarizado. La
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medida de anticuerpos frente al tallo (regién 2 de la HA)%263 y no solo
frente a la cabeza de la HA (dominio HA1), o frente a otras proteinas
conservadas internas o externas, como la M2 o la NP%?, es una nece-
sidad futura. A este respecto, existen técnicas para medir anticuerpos
frente a otras proteinas distintas de la hemaglutinina, como la técni-
ca ELLA (enzyme-linked lectin assay), que detecta anticuerpos frente a
la neuraminidasa®. Finalmente, otro de los aspectos o retos pendien-
tes de diagnoéstico es el del andlisis de parametros que evalien la
inmunidad celular frente a la gripe (medida de CD4 y CD8 especifi-
cos) para establecer correlatos de proteccién.

Retos diagnosticos para el GISRS

Hacer mas eficiente el trabajo del GISRS es el reto diagnéstico mas
importante de la vigilancia epidemiolégica en gripe. Dadas las nece-
sidades y objetivos de esta red internacional®, los NIC deben dispo-
ner de la mejor tecnologia y los recursos necesarios para llevar a cabo
todos los ensayos que requiere el tipado e identificacién de la gripe y
liberar a los 6 Centros Colaboradores de la OMS (WHO CC) de una
parte importante de su trabajo. De esta forma, los CC podrian recibir
cepas mads identificadas, caracterizadas mas detalladamente y mas
procesadas, y podrian destinar mds recursos y tiempo a la compara-
cién entre ellas y a su relacién geografica.

El objetivo principal del GISRS es informar en tiempo real de la
actividad gripal a nivel mundial y seleccionar las cepas que deben ser
incluidas en la vacuna antigripal de la temporada siguiente. El fun-
cionamiento y flujo de trabajo y de la informacién del GISRS para la
seleccién de cepas de la vacuna antigripal de la siguiente temporada
se muestra en la figura 3.

Dado que la gripe es una antropozoonosis global emergente, el
reto del GISRS es extender las habilidades de vigilancia diagnéstica a
otras zonas geograficas y ayudar a implementar laboratorios en pai-
ses de recursos bajos y medios, consolidando las zonas donde ya
cuenta con una buena cobertura.
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Figura 3. Flujo de trabajo y de la informacién del diagndstico epidemioldgico y de vigilancia por parte de los integrantes del GISRS para la seleccion de cepas de la vacuna anti-
gripal de la siguiente temporada. CDC: Center for Disease Control and Prevention; CDCD: Chinese Center for Disease Control and Prevention; CWI: Crick Worldwide Institute; NIC:
National Influenza Centre; NIID: National Institute of Infectious Diseases of Japan; WHO-CC: WHO Collaboration Center.
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Conclusiones

El diagndstico de la gripe por una técnica suficientemente sensi-
ble no esta disponible en todos los centros hospitalarios espafioles.
La primera linea diagnéstica son los métodos POC y, en segundo lu-
gar, los diagnésticos moleculares frente a distintas dianas que subti-
pen H1 y H3. La mayor parte de hospitales carece de cultivo celular y
algunos lo han abandonado ante las prestaciones del diagnéstico
molecular. Faltan recursos para la puesta a punto de métodos asequi-
bles y completos para la deteccién de resistencias a antiviricos, mar-
cadores de virulencia, incluida la medida de carga viral, y otros marca-
dores complementarios de alteracién del sistema inmunitario del
paciente (citocinas, perfiles de expresion de ARNm, etc.). Finalmente,
para el diagnéstico virologico de uso epidemioldgico se precisa un
acceso mas facil a reactivos y técnicas de deteccién de subtipos, asi
como la estandarizacién de algunos métodos de caracterizacién an-
tigénica y genética.
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