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Infeccion Respiratoria. Neumonia-adquirida en la comunidad (NAC)

La infeccion respiratoria aguda (IRA) es la patologia mas frecuente a lo largo
de la vida del ser humano. Alrededor del 5% pueden ser de tracto respiratorio
inferior (TRI), como bronquitis, bronquiolitis y neumonia.

102 causa de mortalidad (2.2% fallecimientos) en adultos (15-59 afios).
42 causa de mortalidad (4.8% fallecimientos) en adultos (>60 afnos).

42 causa de mortalidad (3.3% fallecimientos) en paises desarrollados (ancianos).
12 causa de mortalidad (10% fallecimientos) en paises en vias de desarrollo (jovenes).

WHO. http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf

Evidencias de infeccion viral estan presentes en un 42-76% de los casos de
neumonia-adquirida en la comunidad (NAC) en nifios, y entre un 15-65% de las
NAC en adultos, utilizando métodos moleculares. vancet, 2011. 377(9773): p. 1264-75

Las incidencias mas altas se presentan en nilos menores de 5 afilos y en
adultos mayores de 75 afios.

Lancet, 2011. 377(9773): p. 1264-75


http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf
http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf
http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf

Infeccion Respiratoria. Agentes etiologicos / infeccidon respiratoria.

Las infecciones respiratorias, destacando la NAC, estan causadas por diferentes
microorganismos patdogenos, como bacterias, virus, hongos y parasitos. En
menos de un 50% de los casos se llega a un diagnostico del agente etiologico
causal.

Table 1 Etiology of Community-Acquired Pneumonia”®

Microorganism Community, % Hospital, % Intensive
Care Unit, %
Streptococcus pneumoniae 14-19 25-27 17-22
Haemophilus influenzae 1-4 4-8 3-5
Legionella spp. 2 3-4 8-10
Staphylococcus aureus 0-0.2 1-3 3-7
T T T T e e iy S
[ Virus 12-15 10-12 4-6
BRSAUSR Ly L R e =12 = =
Mycoplasma pneumoniae 16-22 6-8
No pathogen identified 44-60 37-44 41-42

Semin Respir Crit Care Med 2012;33:220-231.

Nuevos métodos diagndsticos mas sensibles
Nuevos métodos moleculares independientes de secuencia (NGS)
Vacunacion: S. pneumoniae, H. influenzae B (menor %)

Bacterias mmmp Virus



Infeccion Respiratoria. Agentes etiologicos / infeccidon respiratoria.

Los virus respiratorios mas comunes asociados a infeccidn respiratoria son:

* Virus de la gripe (A, By C)

* Virus respiratorio sincitial (VRS-Ay B)

 Virus parainfluenza (HVPI-1, 2, 3, 4a, 4b)

* Coronavirus (HCoV-229E, NL63, OC43, HKU1)
* Enterovirus (HEVA, B, Cy D)

* Rinovirus (HRV-A, By C)

» Parechovirus (HPeV1-6)

* Adenovirus (HAdVA-F)

* Metapneumovirus (HMPVAY B)

* Bocavirus (HBoV1-4)

* Poliomavirus (PyV Kl 'y WU) s v i T
Coxsackie virus 1948 Avian influenza virus H5N1 1997
Otros virus con menor frecuencia: i i o AR
* Virus varicela-zoster o 155 oamon 2
» Virus de Epstein Barr Rt i s s
* Herpesvirus 6y 7 C e o
* Virus del herpeS Simple 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
* Mimivirus
* Citomegalovirus (CMV) Curr Opin Pulm Med 2012, 18:271-278

* Virus del sarampion




Infeccion Respiratoria. Agentes etiologicos / infeccidon respiratoria.

Table 1. Prevalence of respiratory virus infections using molecular

methods in studies conducted in several countries.

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 8(11), 1273-1292 (2010)

| Virus Month
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Figure 1. Schematic overview of respiratory virus seasonality. Intensity of colos
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IFA: Influenza virus A: RSY! Respiratory syncytial virus

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 9(8), 615-626 (2011)

Cualquier virus respiratorio es capaz de
causar infeccion de TRI.

Factores importantes a tener en cuenta y que
pueden afectar a su prevalencia en NAC:

* Prevalencia.

» Estacionalidad.

« Edad / Comorbilidades.
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Infeccion Respiratoria. Agentes etiologicos / Virus (re-)emergentes

Virus zoonaoticos (cruzan barrera interespecie — adaptacion):

» Causa de brotes epidémicos (c/ o s/ estacionalidad)
» Causa de enfermedad respiratoria grave (casos esporadicos).

Subtipos A(H5N1), A(H3N2)v, A(H7N9), A(H5N1), A(H5NS)
SARS-CoV

MERS-CoV

EV-D68

HAdV-14

Virus respiratorios humanos:

Desconocidos hasta el momento: se ha revelado o se revelara su presencia
con los nuevos métodos moleculares de diagnostico.



Infeccion Respiratoria. Toma de la muestra.

Importante: Determina en buena medida la sensibilidad de una técnica.

Factores a tener en cuenta:
» Localizacion: tracto respiratorio superior (TRS) / inferior (TRI).

Sensibilidad (TRS): ANF > FNF >> FOF / FF / FN

FF = frotar vigorosamente a nivel de amigdalas y faringe posterior.
FN = introducir en cavidad nasal por cada fosa ¢/ mismo escibillon, dejar unos segundos y retirar lentamente (no moco)

Virus con gran tropismo TRI (MERS-CoV): TRS (-) / TRI (+), posible.
* Dias desde el inicio de los sintomas:

A mas dias desde +0, menor excrecion viral.

* Conservacion:

Recomendado: MTV (SBF, antibioticos, antifingico, indicador pH).
Sino, escobillébn seco con 1 mL solucién salina estéril.

Si ANF, BAL, BAS o0 esputo, en recipiente estéril.

Condiciones: +4 - +8 °C, 24 — 48 h.



Infeccion Respiratoria. Métodos de diagndstico microbiologico.

En la mayoria de los casos, la inespecificidad del cuadro clinico hace
necesaria la realizacion de un diagnostico microbiologico para determinar el
agente etioldgico.

Caracteristicas Principales:

Rapido: herramienta apropiada en el manejo temprano de la infeccion.
Preciso: permite determinar el agente etioldégico causal.

Tratamiento antiviral, si es posible. Cambio pauta antibiotica.
Medidas de control para evitar transmision nosocomial.
Reducir coste pruebas diagnosticas adicionales.

Mas informacion (+ caracterizacion genética / fenotipica, + info clinica):
Presentacion clinica asociada.
Coinfecciones virales / bacterianas asociadas (prondstico)
Gravedad / grupos de riesgo.
Estacionalidad / vigilancia.
Disefio de vacunas / antivirales (gripe, VRS, hAdV, ...)



Infeccion Respiratoria. Métodos de diagndstico microbiologico.

Los métodos de diagndstico aplicado a la infeccion
respiratoria viral son:

* Aislamiento en cultivo celular.
 Deteccidn de antigeno viral.

« Métodos seroldgicos.

« Métodos moleculares:
» Basados en amplificacion por PCR.
= Secuenciacion Sangetr.

» Next-Generation Sequencing (NGS), entre otros.



Metodos de diagndstico microbioldgico. Aislamiento en cultivo celular

Se basa en la replicacion del virus en una monocapa celular susceptible de ser
infectada. La identificacion viral se realizara mediante caracteristicas fenotipicas del
efecto citopatico, o bien mediante otros métodos de diagnostico (IFI, IHA, ...).

Desventajas:

« Gran consumo de recursos, humanos y materiales.

* Limitada sensibilidad.

 Tiempo para la obtencion de un resultados (3 — 21 dias).

« Competencia con la implantacion coste-efectiva de las técnicas moleculares.

* No permite el aislamiento de algunos virus, tales como HMPV, HPIV-4 y HRV-C.
* Requiere de una muestra bien recogida, y conservada en condiciones optimas.
« Dificil aislamiento de virus del paciente con tratamiento antiviral.

Sin embargo, también tiene ventajas (laboratorios de referencia):

» Permite confirmar viabilidad del virus (replicacion activa).

» Elevada especificidad y buena reproducibilidad.

» Permite el aislamiento y su utilizacion para estudios posteriores.

* No es dependiente de secuencia: permite detectar virus, aun con divergencia
genética O,



Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Aislamiento en cultivo celular

Tabla 7
Virus respiratorios, lineas celulares y tiempo de observacion de efectos citopaticos

Virus respiratorio Tipo de linea celular Observacion de
efecto citopatico

VRS Hep-2 Células primarias de rinon de 3-7 dias
mono. Fibroblastos humanos

Metapneumovirus Células terciarias de rifion de mono. 3-7 dias
humano LLC-MK2. VERO. Hep-2

Parainfluenza LLC-MK2, VERO, NCI-H292 medio Mas de 10 dias
humano con tripsina PIV1 y 2 no para PIV3

Adenovirus Hep-2, Hela

Rinovirus Fibroblastos, He-La

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2009;27(3):168-177

%“ Shell-vial: método de diagnéstico rapido
F que combina la utilizacion del cultivo
] comntoumimns celular (antes del efecto citopatico) y la
T e inmunofluorescencia.
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Metodos de diagndstico microbioldgico. Deteccion de antigeno viral.

Métodos basados en la deteccion directa/indirecta del antigeno viral utilizando
anticuerpos monoclonales (inmunocromatografia capilar, enzimoinmunoanalisis o
iInmunofluorescencia).

Presentan menor sensibilidad que los métodos moleculares
No se recomienda su utilizacion en muestras de paciente adulto:
* menor carga viral,
* periodo de excrecion menor,
* menor rendimiento en la recogida de la muestra (hidratacion).

Inmunofluorescencia (IF):

Deteccion directa o indirecta de los antigenos virales mediante anticuerpos
marcados con fluoresceina (microscopio fluorescencia).

* Permiten detectar: VGA, VGB, HAdV, HVPI-1, 2, 3, VRS y HMPV.
No detecta: BoV, CoV (229E, OC43, NL63 y HKU-1), HVPI-4 y HRV
 Tiempo requerido: 60 - 120 minutos, aprox. desde la recepcion de muestra.
» Bajo coste de los reactivos.
» Sensibilidad [vs. Metodos moleculares]: limitada (50-80 %). Especificidad elevada
(personal entrenado), aunque posibles reacciones cruzadas.



Metodos de diagndstico microbioldgico. Deteccion de antigeno viral.

Premisa: aungue un diagndstico preciso y completo es deseado, un diagnéstico
rapido y especifico va a permitir tomar decisiones a tiempo sobre el manejo del
paciente.

Metodos rapidos (POC, Point-Of-Care):

« Basados en inmunocromatografia / enzimoinmunoanalisis: facil lectura.
» Resultado rapidos (15 minutos, aproximadamente) s/ equipo adicional.
* Principalmente orientados a VRS y gripe.

Para los virus de la gripe no se recomienda su utilizacion, ya que incluso
presenta diferencias significativas de sensibilidad y especificidad
dependiendo del subtipo.

*Valores de sensibilidad (10-75%) y especificidad (50-100%) limitados.

Sencilla utilizacion, pero muy subjetivo (dependiente de experiencia).
Por ello se recomienda su utilizacion por personal experimentado
(microbiologia 24/7, bajo sistema de calidad implantado, y con
posibilidad de otras pruebas complementarias si resultado negativo).

T

« Valor predictivo positivo elevado en periodos epidémicos.
» Solo para muestras de TRS (aspirados o frotis nasofaringeos).



Metodos de diagndstico microbioldgico. Deteccion de antigeno viral.

Studies comparing point-of-care tests (POCTs) by non-laboratory personnel and laboratory test results

Target POCT device Population Testing personnel Sensitivity/specificity (%) Ref.
(gold standard laboratory test)

Binax NOW (Binax Inc., Paediatric Trained nurse-led 41.2/100 (PCR)

] ’ bt J SCT VILC

RSV Binax Now Paediatric Paediatric A&E staff 87/94 (direct ©
imomunofliinrescence)
RSV Binax Now Paediatric Emergency department 83/83 (PCR) ~
Influenza QuickVue (Quidel, Paediatric Trained nurses 82/99 (cell culture e
San Diego, CA, USA) and/or PCR)
Influenza MSD (Meso Scale All age ranges Trained medical staff 74/99 (PCR) L
Diagnostics, Gaithersburg,
MD, USA)
Influenza QuickVue Hajj pilgrims Trained medical staff 22/99 (PCR) »
(all ages)
Influenza QuickVue Paediatric Trained medical staff 62.7/98 (influenza) (PCR) o
and RSV 67.8/98.5 (RSV) (PCR)
Group A Signify strep A Paediatric Paediatric 56—90%/ ~97 (sensitivity 0
streptococcus (Abbott Laboratories, hospital staff dependent on training)
Abbott Park, IL, USA) (laboratory staff
results using POCT)
Dengue DENV NS1 Ag (Bio-Rad, Patients Trained airport staff 77.3/100 (based G
Hercules, CA, USA) with fever on a combination
at an airport of PCR/POCT and IgM)

RSV, respiratory syncytial virus; PCR, polymerase chain reaction; A&E, accident and emergency.

Journal of Hospital Infection 85 (2013) 1e7 =

BinssNOW
RSV Card



Tabla 10 Caracteristicas diferenciales de las técnicas utilizadas en los estudios seroepidemiologicos de la infeccion respiratoria

viral

Metodos de diagndstico microbioldgico. Métodos serologicos.

Ventajas

Desventajas

Fijacion del complemento

Permite demostrar la
circulacion de virus de
diferentes tipos (p. €j., gripe A

Baja sensibilidad
Laborioso
Dificilmente reproducible

Inhibicion de la hemaglutinacion

Inmunofluorescencia indirecta y ELISA

Neutralizacion

Tomada de Calvo et al”?,

(WS TSTavoy E\
S8 r ’

Establece la presencia de
anticuerpos frente a diferentes
tipos e incluso subtipos de
virus (p. ej., gripe A H3N2,
gripe A HIN1)

Técnicas relativamente
sencillas y rapidas

Los titulos de los anticuerpos
neutralizantes son fiables y
representan el estado real de
proteccion

Falsos (+) por presencia en el
suero de reactantes
inespecificos

Realizacion e interpretacion
compleja y subjetiva

Escasa reproducibilidad entre
laboratorios

Poco sensible

Numerosas reacciones cruzadas
entre virus relacionados por los
que su aplicacion es muy
limitada

Solo aplicable a virus
respiratorios capaces de crecer
en cultivos celulares

An Pediatr (Barc). 2012;76(3):162.e1---162.e18

Se reduce su utilizacion a estudios sero-epidemiologicos.
Laboratorios de referencia: estandarizacion, robustez, disponibilidad de reactivos.




Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Metodos moleculares (PCR).

Demostracion de la presencia de un virus respiratorio a partir de la deteccion de
su material genético (ARN / ADN): PCR simple, PCR multiple, Nested-PCR, PCR
en tiempo real, NASBA, LAMP, PCR+microarrays, PCR+EIA

Ventajas:

* Rapido.

* Elevada sensibilidad (hasta 5 veces superior a det. antigeno).

* Identificar / detectar diferentes dianas (diferentes canales) (multiplex).

* Posibilidad de detectar mutaciones puntuales, p. ej. asociadas a resistencia.
 Realizar estudios de epidemiologia molecular (identificar clonalidad).

* No se ve afectado por pequeias concentraciones residuales de antiviral.

« Capacidad para detectar virus no viables .

* Posibilidad de automatizacion: menor coste humano, menos errores.

Inconvenientes:

* Presencia de inhibidores.

 Exige ser revisado de forma periddica para evitar perdida de sensibilidad por
acumulacion de mutaciones en las regiones diana (iniciadores y sondas) en
cepas circulantes (problema: sistemas comerciales).

 Elevado coste vs. metodos deteccion de antigeno (IF).



Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Metodos moleculares (PCR).

TABLA 2. Caracteristicas de los métodos moleculares disponibles para detectar virus gripales

|
Mdétodo ‘ Ventajas ’ Desventajas

PCR simple Sensible y especifico Una diana por ensayo
Permite analisis posteriores
del producto amplificado

PCR multiple Sensible y especifico Los métodos no comerciales requieren una optimizacion
Permite detectar mis de una diana por ensayo exhaustiva para asegurar la ausencia de falsos
y el analisis del producto amplificado negativos y la competicién entre iniciadores
PCR-EIA Sensible y especifico No permite el andlisis posterior de los productos
Elevado rendimiento Requiere evaluacion y validacion minuciosa antes
Puede ser multiple de la rutinizacion
PCR en tiempo real  Sensible y especifico Requiere equipamiento especifico
Rapido No siempre es posible el andlisis del producto
Permite cuantificar La capacidad de analizar varios genes o patégenos
Puede ser maltiple en formato miltiple esta limitada por las
caracteristicas del termociclador
NASBA Sensible y especifico Utiliza 3 enzimas
Permite cuantificar Procedimiento largo y costoso
No siempre es posible el andlisis del producto
Microarrays Sensible y especifico Requiere equipamiento especifico y amplio desarrollo
Deteccion de muchas dianas en un solo ensayo No permite el andlisis posterior de los productos
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; PCR-EIA; PCR acoplada a enzimoinmunoanalisis. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2008;26 Supl 9:15-25

Métodos rapidos:

VENTAJAS INCONVENIENTES J
« Simplicidad de uso * Coste elevado.

Extraccion + PCR + lectura » Patogeno-especifico. i

- Resultado rapido. -
* Alta sensibilidad / especificidad.




Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Metodos moleculares (PCR).

Table 2. Desirable and Essential Attributes of Molecular Diagnostic Platforms for the Pneumonia Etiology Research for Child Health

Project

Desirable

Essential

Flexibility to modify existing targets or incorporate new ones

Ease of use, workflow, and space
Rapid turnaround times

Nucleic acid extraction procedure included in overall process
(and automated)

Small specimen volume reguirements

Readily available reagents with long expiry dates and

e Py &
TUTIFLGT IV GTalun S C)l\}lﬁ\__}(_: LAY A= LU= L] ) )

Capacity to provide quantitative or semiquantitative results

Liceniseld Willl arl d(.(,le(”ldli()ll aULnornty

Comprehensive cost information available

Ability to detect target pathogens

Demonstrated high analytical sensitivity and specificity
Demonstrated high clinical sensitivity and specificity
Ability to process a variety of respiratory tract specimens

Specimen collection requirements well-characterized
and suitable for field studies

Inclusion of control specimens and quality control procedures

Available maintenance and support
Acceptable time frame for development

S156 o CID 2012:54 (Suppl 2) e Bhat et al



Metodos moleculares (PCR). Grandes retos.

Presencia = ¢ infeccidn activa o colonizacion?

* En un paciente sintomatico, un resultado positivo puede ser:
Agente causal de la infeccion sintomatica (VG, VRS, HMPV)
Agente causal de una infeccion asintomatica (RV)

Excrecion prolongada de infeccion pasada (hBoV, RV)
Infeccion latente o colonizacion.

* En un paciente asintomatico, un resultado positivo (TRS / TRI) puede ser:
Es realmente una infeccion asintomatica (persistencia prolongada).
Infeccion incipiente.

Presenta signos y sintomas no reconocidos o no habituales.

Co-infecciones o Co-detecciones (10-50 %)

Asociados a mayor gravedad (controversia) = ¢PCR cuantitativa?
Posibles asociaciones: determinadas por estacionalidad / prevalencia.

Solucion: estudios de prevalencia comparando poblacion sintomatica — asintomatica.



Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Metodos moleculares (PCR).

PCR cuantitativa

Seria necesario realizar la estandarizacion de una técnica de PCR cuantitativa
aplicada a la determinacion de la carga viral en muestra respiratoria, de modo que
los resultados pudieran ser comparables, para poder extrapolar diferencias
observables en la carga viral en relacion a:

» Determinar un valor presuntivo de infeccion viral activa (valor umbral),

Importante en co-detecciones — Excreciones prolongadas
» Monitorizar su evolucion correlacionada con la gravedad,

* 0 bien la respuesta frente al tratamiento antiviral.

Carga viral también requiere estandarizacidn protocolo recogida de la muestra.




Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Tratamiento antiviral / profilaxis.

Treatment

Prevention

Influenza A and B viruses

Influenza A virus
Respiratory syncytial virus
Adenovirus

Rhinovirus

Enteroviruses

Human metapneumovirus
Hantavirus

Varicella-zoster virus

*L.ong successful use in US military conscripts, no production now. tHas been used for compassionate cases.

Oseltamivir (oral); zanamivir (inhalation,
intravenous); peramivir (intravenous)

Vaccines (inactivated, live);
oseltamivir; zanamivir

Amantadine (oral); imantadine (oral)

Ribavirin (inhalation, intravenous)

Palivizumab (intramuscular)

Cidofovir (intravenous)
Pleconarilt
Pleconarilt
Ribavirin (intravenous)
Ribavirin (intravenous)

Aciclovir (intravenous)

Vaccine for types 4 and 7*

Alfa interferon (intranasal)

Vaccine

Table 3: Possibilities for antiviral treatment and prevention of severe viral pneumonia

Lancet 2011, 377: 1264-75
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Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Tratamiento antiviral / profilaxis.

Funciones del laborario:
» Detectar resistencia a los antivirales (INAs, adamantanos) en
el paciente con tratamiento antiviral sin negativizar:

¢, PCR es demasiado sensible?.

Cambio tratamiento antiviral.

Evitar transmision cepa resistente en hospital y en la
comunidad.

= Monitorizar estado de la resistencia en cepas circulantes
(antivirales, Palivizumab) durante la temporada.

Ensayos genotipicos: secuenciacion sanger (220%),
NGS (<20%), SNP-PCR.

Ensayos fenotipicos (lab. Referencia): virus — [antiviral]

» Deteccion variantes gripales con diferencias antigénicas a
las cepas vacunales.

Secuenciacion (HA / NA) — Analisis filogenético.

IHA (antisueros y antigenos referencia)

742A/G 823C/T
T T A ¢

CCCCTAATTATTAC-ATGCAGCGCGAA
CCCCTAATTATTAC ATCAGCAA
CCCCTAATTATTACTATCCAGCCAA
CCCCTAATTATT A TATCAGGCAA
CCCCTAATTATTACTATCACGCGAA
CCCCTAATTAT ACTATCACCAA
CCCCTAATTATTACTATCAGCGCAA
CCCCTAATTATTACTATGCGAGGCAA

l_.lL._I; X X1 dd 1UX 114t
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)
>4

A
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Resistencia antivirales (gripe). Estado actual.

Table 1. Characteristics of recent globally circulating human influenza viruses: 2003-2011

Drug susceptibility profile {(molecular marker) Circulated during  Circulated duning  Circulated in Retained
Type/subtype M2 blockers Oseltamivir Zanamivir 2008-2009 2010-2011 wbsence of drug virulence
HINI1pdmO9 R(S3IN) S S Yes Yes Yes Yes
A/HINI1, clade 2A S S S Yes NO Yes Yes
{seasonal)
A/HIN1, clade 2B S R (H274Y) S Yes No Yes Yes
(seasonal)
A/HINI1, clade 2C R(S31IN) S S Yes No Yes Yes
(seasonal)
A/HIN1, reassortants R (S31N) R (H274Y) > Yes No Yes Unk
(seasonal)
A/H3N2 R (S31IN) S S Yes Yes Yes Yes
B N/A S S Yes Yes Yes Unk

AJHIN1pdm09, 2009 pandemic influenza (HIN1T) viruses: H274Y, substitution in neuraminidase: SN, substitution in M2: N/A, not applicable; R, resistant; S,

susceptible: Unk, unknown
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Resistencia antivirales (gripe). Estado actual.

107 (24%) 111 (25%)

X

54 (12%) ~

\

165 (37%)

Bl Immunosuppressed patients exposed to antiviral drugs

3 Immunosuppressed patients with no reported exposure to antiviral drugs

1 Associated with drug use, including treatment and prophylaxis

B No known association with drug use, including known or suspected cases
of person-to-person transmission

3 Preliminary notification*

Figure: Clinical background of reported cases of oseftamivie-resistant A HIN1
2009 viruses (n=447)
*Insufficient clinical Information available or investigations ongolng as of April,

201

Lancet Infect Dis. 2012 Mar;12(3):240-8

— 10(2%)

Table 1. Neursminidase inhbaor suscaplibiity for Influsnzs AH N1 pdmD9 viruses. United States, Oclober 1. 2013-Apri 30. 2014°

Newamindase inhbror

Method of testing Oseammnr Zanamear Peramive Laninamivir
Neuraminidase nhibdon assayt

No. virus solates tested$ .81 1411 1,431 352

No. osetammr suscaptble (mean ICy £ 50), nmoVl 1.792 1811 1412 352

0194014) (018 + 0.08) (0.06 = 002) (©23+008)
No. oseRamnar resistant (mean 1C4 2 SO), nmoll 18 0 19 Q0
(180 .31 + 6] 83) (17T L6 Ep)

Resistance % 11 0 13 Q
Pyrosequencing§

No. dinical spacimens tested 3157 NA 3,157 NA

No. H275 wid-type 3117 NA 3,117 NA

No. H275 variants T NA B NA

Rasistance, % 13 NA 13 NA
Tols

No. virus tested 4,968 1.1 4 536 352

No. resstant viruses = 0 - 0

Resistance, % 1.2 0 13 Q

0% inbiblory concertrmion; NA. mot appicable
snfiemed in virus isclale by pyrasequenting and Il AeraminiSass sequUensing

. %) ruerza AIHINT jpdmOP virus isciates ware characianzed as A'CatlomiaT2000.1ke. Pw infuanzs A (HIN1) component of the 2013
2014 Northem Hemaphere nflusrza vacsine

Sncudes prosequencing data from New Yark coniract abormiory and data submied by 19 s1me public health laboratones in Angera, Cabfomia
Colotado, Detaware. Flonda, Goargia, Hawai, idaho, Maine, Maryiand, Mossachusetts, Mchgan, Minnescla, Now York, Permsytvarsa, Texas, Utah
Wastington and Wisconuin

Emerg Infect Dis. 2015;21(1):136-41

Most patients infected with an oseltamivir-
resistant influenza A(H1N1)pdmQ9 virus had no
prior exposure to oseltamivir. These findings are

consistent with a low, and locally variable,
level of circulation of resistant viruses.

VIGILANCIA VIROLOGICA
(paciente hospitalizado)
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Scientifica (Cairo). 2014;2014:430629

A(H1N21)pdmO09 H275Y viruses was
detected among patients without prior
oseltamivir exposure
V2411, N369K y N386S
¢mutaciones de compensacion?

=

US A(H1IN1)pdmO09 2013-2014:
All had V2411 and N369K.

=10% of resistant viruses and
=20% of susceptible viruses had
an additional substitution (N386K)

Emerg Infect Dis. 2015;21(1):136-41
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o Each year’s flu vaccine contains three flu strains - 1% Prytogenatic comparicn of AQEINT| WA Gurves

two A strains and one B strain - that can change from year to year.
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Refarence viruses E

e After vaccination, your body produces infection-fighting antibodies
against the three flu strains in the vaccine.
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e If you are exposed to any of the three flu strains during
the flu season, the antibodies will latch onto the virus's
HA antigens, preventing the flu virus from attaching to
healthy cells and infecting them.

o Influenza virus genes, made of RNA,
are more prone to mutations than
genes made of DNA.

Mutation
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e If the HA gene changes, so can the v Inflsenza virus characterisation, December 2014
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RAMID COMMUKICATIONS

Observed association between the HA1 mutation A I terac | é N {ro p | SMO

D222G in the 2009 pandemic influenza A(HIN1) virus
and severe clinical outcome, Norway 2009-2010

2009-2010: D222E
2010-2011: D222E/G
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LeTTens

Association of D222G substitution in haemagglutinin of
2009 pandemic influenza A (HIN1) with severe disease
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Occurrence of haemagglutinin mutation D222G in
pandemic influenza A(H1IN]1) infected patients in the
West of Scotland, United Kingdom, 2009-10

A _zzo |oop"’ A

130-loop

D222G/N en epitopo Ca
(no altera antigenicidad)

D222D

63 80, _ 9910 /

i ‘
. = 1 K130
|20 = NPT
ol 02,6 - \
9) o0 A \
L %9 00 \ QV,C y

20,00 3819 7%
- f X
19 40 \/ >
0222 %142}

J Virol. 2010 Nov;84(22):11802-13
L

Antigenic sites of Influenza A (H1N1) 2009 virus

Sa Sb Ca
124 125 |153 154 155 156 157 |159 160 161 162 163 164| |[184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195/ |137 138 139 140 141 142] |166 167 168 169 170| 1203 204 205| |2
P N K K G N S P K L 8 K 8 T 8 A D Q Q@ 8 L Y Q@ N A P H A G A K I N D K G S 8 R

Cb
70 71 72 73 74 75
L 8 T A 8§ 8

P35 236 237
g P G

1222 ‘
=]
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TABLE 2

Prevalence of haemagglutinin gene (HA1) 222 genotypes by clinical outcome (mild, severe non-fatal, fatal disease), influenza
A(HIN1)pdmo09 cases, Norway, 2009/10 (n=462)

HA1
222
genotype

Severe non-fatal

Clinical outcome?
Fatal

Severe including fatal

Unknown

n (O/o) n (°/o)

n (%)

n (%)

222D wild type | 329 (86.4) 40 (76.9) 15 (57.7) 55 (70.5) 2 (66.7) 386 (83.5)

2226 | o (0) | 5(9.6) 8 (30.8) 13(16.7) | 0 (0) 13 (2.8)

222E 51 (13.4) 5 (9.6) 2(7.7) 7 (9.0) 1(33.3) 59 (12.8)

222N 1(0.3) | 2(3.8) 1(3.8)" 3(3.8)" ] o (o) 4(0.9)"

Total 381 (100) 52 (100) 26 (100) 78 (100) 3 (100) 462 (100)
TABLE 3

Severe non-fatal and fatal cases are shown separately and jointly.

Prevalence of haemagglutinin gene (HA1) 222 genotypes
in paired* upper and lower respiratory tract samples,

Additionally, one fatal 222G case harboured 222N virus as a quasispecies.

..... - influenza A(HIN1)pdm09 cases, Norway, 2009/10 (n=8)
.} t
w " o HA1 222 genotype
! s _— Number
" 2 Upperresplrdtqry Lower resplrdlpry of patients
4 . tract sample® tract sample'
3 o 222D 222D 5
s Vs 2226 2226 2
L L - 222D/G mix 222D/G mix 1
i 4
s 4 .
The samples were collected from the same patients on the same
day.
Upper respiratory tract samples included nasopharyngeal
swabs/aspirates, nasal swabs and throat swabs.
t

Lower respiratory tract samples included tracheal aspirates and
lung autopsy material.

Euro Surveill. 2013 Jan 17;18(3). pii: 20369
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Métodos de diagnoéstico microbioldgico. Tiempo generacion resultados.

Recepcidn Muestras

Laboratorio 24 h / 7 dias

)

POC-PCR

Deteccion Antigénica

PCR de Diagnostico

Tipado / Subtipado
Resistencia Antivirales
(M. genotipico)
Epidemiologia molecular

NGS

Deteccion

Caracterizacion

Adaptado de Bertelli C and Greub C. CMI 2013

Aislamiento Cultivo celular

Resistencia Antivirales
(M. fenotipico)

Base datos local

Identificacion
Sensibilidad
Factores virulencia
Tipado

Base datos
nacional e
internacional



Metodos de diagndstico microbioldgico. Conclusiones.

» Las tecnicas de diagndstico microbiologico han evolucionado hacia técnicas mas sensibles
y especificas, que han permitido y permitiran la identificacion de nuevos agentes etiologicos.
Sin embargo, no hay que menospreciar las técnicas mas clasicas.

= Un diagnostico rapido de los virus respiratorios en las primeras horas desde el inicio de los
sintomas puede ser util en la toma decisiones en el manejo del paciente.

» Pero si ademas es preciso, proporcionara una valiosa informacion sobre el papel de los
virus respiratorios en la IRA, especialmente en la neumonia.

» Por la elevada sensibilidad de los metodos moleculares, son necesarios estudios para
comparar la prevalencia de los diferentes virus respiratorios, tanto en paciente sintomatico
como asintomatico, para interpretar el papel de las coinfecciones y la gravedad clinica que
pueda estar asociada.

= Un laboratorio, no sélo debe ofrecer diagnostico de rutina, sino también identificar y
caracterizar los virus circulantes para un mejor conocimiento sobre su estacionalidad,
variabilidad, util no solo a nivel clinico sino también a nivel comunitario (Salud Publica).

» Se deben invertir los maximos esfuerzos y recursos en el disefio de nuevos antivirales y
vacunas frente a los virus respiratorios mas prevalentes, y con mayor impacto clinico en
determinadas cohortes de pacientes (inmunodeprimidos).



