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SINDROME AGUDO RESPIRATCRIO GRAVE
Y GRIPE AVIAR

SEVERE ACUTE RESPIRATORY SYNDROME AND
AVIAR FLU

Por el Ilmo. Sr. D. Jost M.* Eiros Bouza
Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud «Carlos III».
Ministerio de Sanidad y Consumo

Resumen

El Sindrome Agudo Respiratoro Grave (SARG) es una nueva enfermedad
que ha ocasionado epidemias en algunos paises en la primera mitad del afio
2003, infectando a mds de 8.000 personas de las cuales murieron mas de 900.
La enfermedad es originaria del sur de China y esta causada por un nuevo
Coronavirus (SARS CoV). Presentamos una revisién de la efiologia, presen-
tacién clinica y diagndéstica basada en el conocimiento derivado de los estu-
dios publicados y en la experiencia del Centro Nacional de Microbiologia.

La gripe es una zoonosis. El conocimiento de la ecologia de los virus
gripales se ha beneficiado de la aparicién de la gripe de los pajaros ocurri-
da en Hong Kong en 1997, considerada como potencialmente incipiente de
una pandemia para humanos. El actual brote de gripe aviar del Sudeste
asiatico ha ocasionado un pequefio nimero de muertes. Estos hallazgos des-
tacan la importancia de la vigilancia sistemnatica en pollos para reconocer los
cambios y determinar el rango de hospedadores y su patogenicidad v como
presagio de una potencial pandemia.

Abstract

Severe acute respiratoru syndrome (SARS) is a new disease that caused large
ourbreaks in several countries in the first half of 2003, resulting in infection in
more than 8.000 people and more than 900 deaths. The disease originated in
southern China and a novel coronavirus (SARS CoV) has been implicated as the
causative organism. We present an overview of the etiology, clinical presenta-
tion and diagnosis, based on the current state of knowledge derived from pub-
lished studies and our experience in the National Microbiology Centre.



Influenza is a zoonosis. This appreciation of influenza ecologyfacilitated
recognition of the H3N1 ‘bird flu’ incident in Hong Kong in 1997 in what was
considered to be an incipient pandemic situation, the chicken being the source
of virus for humans and. The current outbreak of avian influenza in South East
Asia has resulted in a small number of human deaths. These findings highlight
the importance of systematic virus surveillance of domestic poultry in recog-
nizing changes in virus occurrence, host range and pathogenicity as signals at
the avian level that could presage a pandemic.

INTRODUCCION

La aparicién del denominado sindrome agudo respiratorio gra-
ve {SARG) se inscribe dentro del marco asistencial como un cuadro
de atencién preferentemente multidisciplinar. Nuestra actividad
como médicos dedicados al diagnéstico microbiolégico de las infec-
ciones respiratorias particularmente desde la éptica de la virologia
nos anima a realizar la presente contribucién.

El objetivo tltimo al efectuar una revisién relativa a la aproxima-
¢ién a un paciente potencialmente infectado por un virus no difiere
sustancialmente del adoptade ante cualquier persona susceptible de
valoracion infectolégica general. En este sentido resulta de utilidad
aplicar la mecanica de trabajo que contempla variables relativas al
paciente, a sus antecedentes, a su sindrome clinico orientado concep-
tualmente hacia un determinado agente etiolégico y basando su ac-
tuacién en una organizacién secuencial en cuanto a la solicitud de
exdmenes complementarios y a la decisién de adoptar medidas de
prevencién o de iniciar quimioterapia antiinfecciosa.

Las infecciones respiratorias de etiologia virica constituyen un
campo de interés para el médico por su enorme frecuencia y por-
que condicionan una importante morbilidad (1,2). Sin embargo la
dificultad de su diagnéstico etiolégico especifico v el escaso arsenal
de quimioterapia antivirica de que se dispone restan motivacién al
mismo para su estudio. En muchos textos convencionales las enfer-
medades infecciosas se abordan con un criterio etiolégico, sin duda
para mantener un orden diddctico, no obstante en la prictica asis-
tencial los pacientes acuden con una sintomatologia particular, que
en muchas ocasiones es comin a un gran numero de agentes viri-
cos v que pueden compartir caracteristicas con otros agentes como
bacterias, hongos o parasitos. En la Tabla 1 se reflejan los virus que
con mayor frecuencia ocasionan patologia respiratoria vy se catego-



Clasicos: Recientes:
.V. Gripales Ay B -Coronavirus
*V. Respiratorio Sincitial *Meta neumovirus
*V/. Parainfluenza 1-4 .

) Especiales:
*Adenovirus CMV
*Picornavirus (Rinovirus) *Herpes

*Sarampion
TaBLa 1. —Virus que con mayor frecuencia ocasionan patologia respiratoria.

rizan en funcién de que su participacidn en la misma sea conside-
rada como clasica, mas reciente o en circunstancias especiales.

La secuencia de hechos que han conducido a la demostracién del
nuevo cuadro de patologia infecciosa, con focalidad preferente en el
arbol respiratorio denominado con el acrénimo inglés SARG, es bien
conocida (3-3). La alarma se disparé el pasado mes de marzo de
2003 merced a la emision por parte de la OMS de una alerta mun-
dial en la que comunicaba la existencia de una epidemia de casos
de neumonia atipica grave de evolucién ripida y en determinadas
circunstancias mortal que afectaba a determinadas areas del Sudeste
Asiatico (6). A partir de aquella fecha se han producido contribu-
ciones relevantes en el dmbito de su etiologia, patogenia, manifes-
taciones clinicas y circunstancias epidemiolégicas que seran objeto
de comentario en el presente trabajo.

ETIOLOGIA

La sucesién de estudios que apuntaron hacia un agente infeccio-
so como causa de SARG involucraron sucesivamente a determina-
das bacterias (Mycoplasma, Chlamydia), y virus (Metapneumovirus),
antes de asignar su etiologfa definitiva al coronavirus verdaderamen-
te implicado en el mismo (7).

En la Tabla 2 se exponen las propiedades virolégicas mas desta-
cadas de los coronavirus. Desde el punto de vista estructural, su ge-
noma estd compuesto por un unico fragmento de ARN monocatena-
rio de polaridad positiva que junto con una fosfoproteina forma el
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\iirus ARNmc, no segmentado, {+)

*Simetria helicoidal, cubiertos.

+Espiculas grandes, glicoproteicas, hemaglutinantes.
*Morfologia esférica. Aspecte de corona solar.
*Pleomorfismo. ~100nm (60-220nm).

+Dos tipos humanos 229E y OC43.

*Huéspedes humanos y animales.

TaBLa 2.—Propiedades biolégicas de la familia Coronaviridae.

nucleocépside de simetrfa helicoidal, que a su vez esta revestido por
una membrana de envoltura. Esta posee diferentes espiculas que con-
forman una amplia corona cuyos oligémeros glicoproteicos se unen
a los receptores de las células huésped y facilitan la posterior fusién
de la particula viral con la membrana celular. Los coronavirus del
tipo II poseen también una glicoproteina con actividad hemaglutini-
na-acetilasa (HE) que se une a receptores de las membranas celula-
res. Se postula que el gen que codifica la HE fue introducido, ances-
tralmente, en un coronavirus por recombinacién con el ARN
mensajero que codifica la hemaglutinina (H) del virus influenza C.

Morfolégicamente presentan un aspecto esférico con una marca-
do pleomorfismo y un tamafio medio de 100 nm, que oscila entre
60 y 220 nm. La presencia de espiculas en su parte mds externa
confieren a los viriones un aspecto de imagen en «corona» o halo
solar en las imagenes de microscopia electrénica con tincién nega-
tiva, de la cual toman su denominacién,

Hasta el momento actual los estudios filogenéticos apuntaban la
existencia de tres grupos genéticos de coronavirus. Al igual que en
otros ambitos de la virologia su similitud genética no estd asociada
al tropismo por determinada especie animal y ello es especialmen-
te demostrativo al contemplar la relacién genética de los dos tipos
de coronavirus humanos descritos hasta la aparicién del SARG: el
tipo 229E y el tipo OC43, tal y como se ilustra en la Figura 1. En
ella se puede observar en primer término que dentro del grupo I se
incluyen los coronavirus porcinos y proximo a ellos se sitta el co-
ronavirus humano 229E. En segundo lugar dentro del grupo II se
incluyen los coronavirus bovinos y murinos y en estrecha relacién
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. . v. hepatitis murina
V.gastroenteritis porcina infecciosa '

e . Corenavirus bovino
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Ficura 1.—Arbol filogenético de Coronavirus.

con estos se ubica el coronavirus humano OC43. Finalmente se re-
presentan los coronavirus del grupo III entre los que cabe citar los
coronavirus de las aves, cuya especie tipo es el causante de la bron-
quitis infecciosa aviar. Entre los grupos genéticos II y III se inclu-
ve el recientemente descrito como coronavirus asociado al SARG.
Inicialmente se postulé que el coronavirus asociado al SARG podria
haber surgido como una mutacién de coronavirus humanos adqui-
riendo nuevos factores de virulencia, como una mutacién de un
coronavirus animal que pudiera infectar células humanas o como
una recombinacién entre dos coronavirus humanos o bien uno ani-
mal y otro humano. En el momento actual el coronavirus asociado
al SARG constituye un nuevo cuarto grupo monofilético dentro de
la familia Coronaviridae (8), equidistante de los otros grupos descri-
tos y sin evidencia de recombinacién. Posteriormente los resultados
de la secuenciacién de diferentes aislados viricos segtin «clusters»
epidémicos y dreas geograficas parecen apuntar la existencia de dos
genotipos asociados a fuentes de transmisién (9).

La patologia que ocasionan los coronavirus en animales estd bien
descrita en la sanidad veterinaria, donde causan zoonosis devasta-
doras y su importancia, como un clarividente anticipo de su tras-
cendencia sanitaria ha sido destacada por McIntosh (10). Ademas de
los animales ya citados (ganados porcino, bovino, aves y ratones) su
gama natural de hospedadores se amplia a especies de conejos, ra-
tas, gatos y perros, entre otros. La mayoria de los coronavirus cau-
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*Bronquitis infecciosa de gallinas y aves.
*Hepatitis murina.(ML11, JHM)
+Gastroenteritis epidémica de cerdos.
*Diarrea infecciosa en perros.

«Diarrea de terneros neonatos.
Peritonitis infecciosa felina.

TaBLa 3.—Patologia de Coronavirus en animales.

san patologia en huéspedes de una sola especie. En la Tabla 3 se
reflejan algunos de los cuadros producidos por esta familia de vi-
rus entre animales.

ASPECTOS PATOGENICOS

El SARG presenta un periodo de incubacién variable que oscila
entre 1 y 10 dias, aunque en la mayoria de los casos es de 2-5 dias.
Afecta fundamentalmente a poblacién adulta con edades compren-
didas entre 25 y 70 afios, habiéndose notificado hasta el momento
muchos menos casos en poblacién infantil.

Antes de la aparicién del SARG los coronavirus descritos en
humanos han side implicados en distintos procesos patolégicos que
se exponen en la Tabla 4, siendo una norma frecuente la reinfec-
ciones por el mismo subtipo y pudiendo ocurrir hasta un 50% de
infecciones inaparentes.

El cuadro inicialmente se manifiesta con fiebre superior a 38° C
acompafiada de escalofrios, malestar general, cefalea, espasmos
musculares y mialgias. En esta fase las manifestaciones respirato-
rias son leves ¢ inexistentes. No suele haber afectaciéon cuténea, ni
neurolégica, ni gastrointestinal, aunque en algunos casos se presenta
diarrea durante la fase febril. En la Tabla 5 se exponen los hallaz-
gos clinicos documentados en tres series diferentes (11-13). Desta-
ca la uniformidad existente en la objetivacién de fiebre y tos seca,
asi como la variabilidad en otro tipo de sintomatologia y semiolo-
gia. La limitacién que impone el escaso niimero de pacientes inclui-
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*Cuadros respiratorios

— Resfriado comun

- Faringitis

— Neumonia en nifos <2afios

— Exacerbaciones crisis asmaticas

— Exacerbaciones de bronquitis cronica
*Cuadros gastrointestinales

- Gastroenteritis (infrecuente)

TaBLa 4.—Procesos patolégicos producidos por coronavirus humanos.,

Hsu et al'! Poutanen et al'~ Tsang et al”?

(n=20) (n=10) (n=10}
Fiebre 100% 100% 100%
Tos seca 15% 100% 80%
Mialgias 45% 20% 50%
MEG 45% 70% 70%
Anorexia 45%% - -
Taquipnea - 40% - -
Nauseas, ‘ 35% 10% -
Vomitos
Dolor faringeo 25% 30% 0%
Diarrea 25% 50% -
Cefalea 20% 30% 70%
Disnea - 80% 60%
Dolor toracico - 30% 30%
Rinorrea - - 10%
Rigidez - - 90%

MEG: Malestar General.
~; No indicado en la serie.

TaBLA 3.--Sintomatologia y semiologia referida en series clinicas de pacientes
con SARG.
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*Edad

" +Patclogia subyacente
*Tabaquismo
*Factores genéticos
«Contacto intenso con enfermos
«Coinfecciones?
*Inmunidad previa®?

TaBLa 6.—Factores propuestos y asociados a un peor
prondstico en la evolucién clinica del SARG.

dos en cada una de ellas no resta relevancia a la contribucién que
representan, por ser absolutamente pioneras.

Entre los 3 y los 7 dias del comienzo del cuadro se instaura una
fase intermedia en el curso de la enfermedad la que los enfermos
presentan tos seca no productiva o disnea con o sin hipoxemia. A
continuacién existe una proporcién que oscila entre un 10 y un 20%
de los pacientes que requieren intubacién y ventilacién mecéanica por
la gravedad del cuadro. Esta parece ser proporcional a la cantidad
de virus inhalada. La letalidad para casos probables v sospechosos
es de alrededor del 3%. En las series sefialadas no se alude de
manera especifica a la resolucién espontanea del cuadro aunque a
tenor de casuistica mundial dicho evento se produce en una propor-
cién elevada de individuos.

Durante la fase febril la radiografia de térax suele ser normal,
Posteriormente, durante la fase respiratoria, suelen aparecer infiltra-
dos focales que evolucionan a generalizados, irregulares e intersti-
ciales. En algunas ocasiones pueden aparecer areas de consolidacién,
que en los casos graves ocasionan una afectacién pulmonar masi-
va. Por lo que hace referencia a los hallazgos analiticos, en las fa-
ses iniciales puede aparecer linfopenia discreta. En fases posterio-
res hasta un 50% de los pacientes presentan leucopenia y
trombocitopenia con elevacién de CPK y transaminasas, con funcién
renal conservada. En la Tabla é se exponen distintos factores que
se han asociado a un peor pronéstico en la evolucién clinica del
cuadro.

Debido a que el diagnéstico precoz es primordial, desde el co-
mienzo se ha establecido una sistemdtica clinica de los cuadros



-Caso sospechoso

+ Fiebre alta

— Tos o disnea o dificultad respiratoria

— Contacto con SARG

— Antecedente de viaje a zonas SARG
«Caso probable

— Caso sospechoso +Rx Neumaonia

— o necropsia con S. de distrés respiratorio

— o deteccion de coronavirus

TaBLA 7.—Definiciones clinicas del SARG.

categorizandolos como de «sospechoso» o «probable» en funcién de
las variables que se reflejan en la Tabla 7 (14,15). Se debe tener en
cuenta que en el brote epidémico de SARG y en los casos ocurri-
dos, el diagnéstico se ha realizado por eliminacién de otras causas
y etiologias en los pacientes sospechosos en razén de su proceden-
cia geografica o contactos anteriores.

Tal y como se puede observar en la definicién de probabilidad
ademas de los criterios clinicos y epidemioldgicos expuestos en el
caso sospechoso se incluyen los hallazgos anatomopatolégicos de
neoplasia y los virclégicos de deteccién de coronavirus,

DIAGNOSTICO VIROLOGICO

El diagndstico virolégico y microbiolégico realizados en los pri-
meros casos permitié descartar a patégenos habituales o estaciona-
les como virus de la gripe y otros. Sin embargo en los primeros
casos se produjo un grado importante de confusién al hallar Metap-
neumovirus y organismos del género Chlaniydia, en algunos de los
casos, asociados en ocasiones al nuevo coronavirus, que merecera
seguramente una consideracién posterior. Dado el importante poten-
cial de difusién a humanos y ser causa de enfermedad grave el diag-
néstico mediante cultivo tiene que realizarse en laboratorios de se-
guridad clase IIT o 1V,

Las normas y protocolos de diagnéstico virolégico aplicables a
enfermos de SARG han sido objeto de una amplia difusién y da una
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*Obtencién de muestras separadas:
— Respiratorias altas: LNF, Frotis NF y OF (Dacrén)

— Respiratorias bajas: LBA, aspirados,
pleural,esputo

— Biopsias pulmonares

— Sangre completa, suero, plasma

— Qrina, Heces

— Muestras de tejidos (biopsicas o de necropsia)

LNF: Lavado NasoFaringeo. NF: NasoFaringeo. OF: OroFaringeo. LBA: Lavado Broncoalveolar.

TaBLA 8.—Muestras para diagnéstico virologico del SARG.

idea de ello el hecho de que en internet estd disponible (16,17) in-
formacién relativa al tipo de muestras y a los procedimientos de
laboratorio sugeridos para su aplicacién al diagnéstico etiolégico de
individuos presumiblemente afectados. Tal y como se expone en la
Tabla 8 existen diferentes tipos de muestras a procesar cuyo rendi-
miento es variable en funcién del momento cronolégico del cuadro
y de la téenica de deteccion empleada.

La identificacién mediante diagnéstico virolégico directo del co-
ronavirus asociado al SARG se consiguié en el momento inicial tan-
to mediante el aislamiento del virus como por su visualizacién
mediante microscopia electrénica (ME) El nuevo coronavirus mues-
tra un efecto citopdtico en la linea celular Vero E6 hacia el quinto
dia después de la inoculacién (18). Este efecto es focal y con la
apariencia birrefringente tipica de las células afectadas que prece-
de en poco tiempo a la ruptura de la monocapa celular, El poste-
rior examen por ME de células Vero infectadas revelé las particu-
las caracteristicas del coronavirus-SARG en las cisternas del reticulo
endoplasmatico rugoso y en vesiculas endosomales celulares. Las
particulas extracelulares se enconraban formando grandes «clusters»
v también adheridas a la superficie de la membrana plasmatica
celular. La ME de tincién negativa identificé el aspecto en corona
solar ya referido atribuible a la presencia de espiculas en su mem-
brana de envoltura.

La tercera modalidad de diagndéstico directo se basa en la detec-
cién de secuencias genémicas del virus mediante amplificacién ba-
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sada en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y ha sido po-
sible merced a la secuenciacién completa (19,20). Las técnicas de
amplificacion geriémica basadas en el uso de la RT-PCR han supues-
to la aproximacién al diagndstico mas factible. Sin embargo los me-
jores resultados parecen obtenerse con el uso combinado de heces
y muestras respiratorias ya que en aquellas el porcentaje de mues-
tras positivas es notablemente superior al de muestras respiratorias,
aspecto especialmente significativo en los primeros dias del comien-
zo de los sintomas,

En este sentido los estudios serolégicos realizados han demos-
trado la presencia de anticuerpos frente al nuevo coronavirus en
muestras séricas obtenidas durante la convalecencia de pacientes con
SARG. Sin embargo dichos anticuerpos no se han observado en
sueros humanos congelados de épocas anteriores al brote del nue-
vo sindrome de neumonia asiatica; lo cual sugiere que el coronavi-
rus asociado al SARG es inédito en la poblacién humana, y apoya
la hipétesis de que se trate de una especie de virus de introduccién
muy reciente en huéspedes humanos. Las contribuciones més recien-
tes apuntan en esta ultima direccién va que se ha podido demos-
trar la presencia del nuevo coronavirus en la civeta y algunos ma-
miferos comunes y utilizados como parte de la dieta alimenticia de
ciertas regiones asidticas, extremos que precisan ser confirmados.

En la Tabla 9 se resumen las diferentes estrategias de diagnés-
tico virolégico disponibles en el momento actual en el Centro Na-
cional de Microbiologia.

i

Visualizacidn por Microscopia Electrénica
¢ Tincién Negativa
¢ Transmisién
— Aislamiento en cultivos celulares
* Vero E6
Deteccion de acido nucleico
* PCR especifica
* «Multiplex» para virus respiratorios

Determinacién de Ac especificos en suero

TaBLa 9.—Estrategias de diagnéstico virolégico utilizadas para el coronavirus
implicado en el SARG,
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ORTHOMYXOVIRUS
MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

Los virus gripales se incluyen en la familia Orthonvxoviridae, que
en la actualidad agrupa tres géneros (21). Todos ellos son virus con
ARN monocatenario, de tamafio medio, simetria helicoidal y provis-
tos de una membrana de envoltura. La denominacién de «myxovirus»
se relaciona con su afinidad por la mucina, mucoproteina existente en
el moco de diversas secreciones, en algunos receptores epiteliales, en
la membrana de los hematies y en el suero (22).

Los virus gripales A y B (virus influenza A y B) constituyen el
género mas importante. El virus gripal C constituye un segundo
género, con escaso interés en patologia humana y difiere en deter-
minadas caracteristicas del género anterior. El tercer género es de
descripcién mas reciente, se ha denominado «Virus Togoto-like», con
un interés también reducido en el ambito clinico (23).

En la Tabla 10 se exponen las caracteristicas maés relevantes de
los virus gripales A v B. Los viriones poseen una forma esférica o
filamentosa v en su interior albergan un nucleocdpside que contie-
ne ocho fragmentos de ARN monocatenario, una nucleoproteina y
el complejo ARN-polimerasa. En el exterior de este nucleocapside y
por debajo de la membrana de envoltura se sitdan la proteina ma-
triz {M1), que confiere estabilidad a la particula virica y la protei-
na M2 (24).

Tipos Dos. Definidos por la nucleoproteina: virus gripal A y virus
gripat B

Subtipos Diversos en el virus gripal A. Definidos por las
glucopr{)t?.,inas de superficie

Acido nucleico ARN monocatenario de polaridad negativa

Simetria Helicoidal

Envoltura Lipidica con proyecciones glucoproteicas

Forma del virion Esférica o filamentosa

Diametro del virion 80-120 nm

Genoma 8 segmentos de ARN

Proyecciones glucoproteicas Hemaglutinina {H) y Neuraminidasa (N)

TaBLa 10.—Principales caracteristicas de los virus gripales A y B,
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/ Neuraminidasa

Hemaglutinina

N monocatenario
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T Proteina M,
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FiGura 2.—Estructura de los virus gripales.

En la parte mas externa se sitia la membrana de envoltura, que
procede de la membrana citoplasmatica de la célula huésped v es
de naturaleza lipidica. En ella asientan glucoproteinas de origen
virico, dispuestas a modo de proyecciones denominadas hemagluti-
nina y neuraminidasa (Figura 2).

El componente glucoproteico mas importante es la hemaglutini-
na (H), que constituye en torno al 25% de las protefnas viricas (25).
Cada virién presenta alrededor de un millar de proyecciones, dis-
puestas a modo de espiculas superficiales, formadas cada una por
un trimero de tres subunidades idénticas, que en conjunto poseen
un peso molecular de 250 kD. Entre sus funciones biolégicas cabe
destacar que es responsable tanto de la fijacién del virus a los re-
ceptores mucoproteicos de las células del epitelio respiratorio (que
contienen 4cido N-acetil-neuraminico) como de la fusion entre la en-
voltura virica y la membrana celular.

La neuraminidasa (N) representa alrededor del 5% de las protei-
nas totales del virién, el cual presenta del orden de 200 moléculas de
la misma. Estas estdn constituidas por cuatro subunidades idénticas
que forman un tetramero de 240 kD (26). Su actividad funcional se
caracteriza por ser una N-acetilneuraminilhidrolasa (sialidasa), pro-
vocando la liberacion del dcido N-acetilneuraminico, constituyente de
todas las mucinas. Por ello colabora con la H en los procesos de fu-
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Variantes menores

Humanos  Variantes menores

~ Variantes mayores
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[ antigénica
/) V.gripales

Ficura 3.—Variaciones antigénicas en el virus gripal.

sién y penetracién celular asi como en la liberacién de nuevos virio-
nes, difusién de los mismos v apoptosis celular (27).

VARIACIONES ANTIGENICAS

Los virus gripales poseen dos clases de antigenos. En primer
término en el centro del virién se encuentran los denominados an-
tigenos «internos», que son la nucleoproteina y la proteina M1,
ambos especificos de tipo. En segundo lugar y situados externamen-
te, estdn los antigenos «superficiales», que son la Hemaglutinina y
la Neuraminidasa, ambos especificos de subtipo (28,29). Los diferen-
tes subtipos se denominan con la letra inicial H o N seguida de un
numero ardbigo convencional. En el virus gripal A se han descrito
quince subtipos de H (30) y nueve de N (31), pero sélo una peque-
fia proporcién se implican en la gripe humana.

La marcada capacidad de estos virus para sufrir variaciones en
sus antigenos les otorga una especial trascendencia desde el punto
de vista epidemiolégico (32), fundamentalmente cuando éstas afec-
tan a los antigenos superficiales. En este sentido se pueden estable-
cer dos grandes grupos de variaciones (Figura 3):
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* las variaciones menores o deslizamientos antigénicos {«antige-
nic drift») que afectan sobretodo a la H y suponen la aparicién de
una nueva cepa o variante frente a la cual la poblacién tiene sélo
una inmunidad parcial por exposiciones anteriores a las cepas ori-
ginarias. Con el cambio gradual de los antigenos superficiales sur-
ge una serie de nuevas variantes, cada una diferente de su predece-
sora y mds alejada del subtipo inicial, pero conservindose éste. Los
casos de gripe que se presentan en las estaciones frias y primave-
ra, en forma esporddica o en brotes epidémicos mas o menos ex-
tensos, estdn producidos por las variantes menores (33).

» Las variantes mayores o sustituciones antigénicas («antigenic
shift») implican el cambio total del antigeno H, del antigeno N o de
ambos. Suponen la aparicién de un subtipo diferente del difundido
hasta entonces en la poblacién, frente al cual ésta carece totalmen-
te de experiencia inmunoldgica vy, por consiguiente, de inmunidad.
Las pandemias gripales ocurren generalmente como consecuencia de
la aparicién de un nuevo subtipo del virus gripal A por una varia-
cién mayor (34).

DENOMINACION

Los virus gripales se clasifican por sus antigenos profundos, fun-
damentalmente la nucleoproteina, en dos tipos antigénicos, A y B.
El tipo A se subdivide en subtipos por sus antigenos superficiales
(H y N), v cada subtipo incluye un niimero ilimitado de variantes
definidas por las caracteristicas propias de los antigenos superficia-
les de una cepa determinada.

Tipo antigénico: Ao B

Origen geografico

Namero de la cepa en el laboratorio de origen

Afio de aislamiento

Férmula de sus antigenos superficiales: subtipo H y subtipo N

TaBLa !l —Caracteristicas sobre las que asienta la denominacién de los virus gripales.

La denominacién de los virus aislados (28) se establece consig-
nando las caracteristicas que se citan en la Tabla 11.
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EPIDEMIOLOGIA

Los virus gripales A y B constituyen el género més importante
de Orthomyxovirus y son los causantes fundamentales del sindrome
gripal, implicdindose en menor medida el influenzavirus tipo C. To-
dos ellos producen infecciones respiratorias que provocan una re-
percusion sistémica importante (35).

Los virus gripales A estdn ampliamente difundidos en la naturale-
za en diferentes especies animales. El estudio de su ecologia resulta
fundamental para el conocimiento de la historia natural de la gripe A
(35,36). Diversos mamiferos sufren epizootias importantes, en parti-
cular los cerdos, caballos (37) y mamiferos marinos (focas, ballenas),
y de forma esporadica perros, gatos, bévidos y monos; también se han
descrito casos en murciélagos, visones y renos verosimilmente al en-
trar en el ciclo ecoldgico de las aves salvajes. Las aves salvajes, y en
particular los patos y otras especies migratorias afines, constituyen el
reservorio central de la gripe A. Pero mas que un reservorio en el
sentido epidemiolégico cldsico representan un depdésito natural de un
amplio pool de genes; un reservorio genético en el que existen fre-
cuentes ocasiones para la recombinacién genética, la diseminacién
por via fecal y la difusién de los virus por todo el mundo (38). Las

(salto de |a barrera de especie)

FiGUrA 4 —Transmisién interespecie de los virus gripales A.



23

aves domésticas constituyen un reservorio secundario relacionado con
el anterior. Entre los mamiferos, el ganado porcino ocupa un lugar
destacado por la posibilidad de persistencia de determinados subtipos
y por constituir un probable eslabdén para la infecciéon humana. La
transmisién interespecies de los virus gripales A es un hecho compro-
bado (Figura 4), pero la especificidad de especie es importante. Son
raros los casos de infeccién humana con un virus de origen animal
bien documentado (39).

La dnica fuente de infeccién es el hombre enfermo o portador
de formas paucisintomaticas. La transmisién ocurre siempre por
mecanismo aéreo directo, comeo resulta obligado por la fragilidad del
virus en el medio externo. Los fendmenos de agregacién, mas fre-
cuentes en los meses frios y en las instituciones cerradas, favorecen
la difusién de los virus gripales, cuya transmisibilidad es una de las
mas importantes enire todas las infecciones humanas. Toda la po-
blacién es susceptible; la tnica limitacién se debe a la existencia de
inmunidad por contactos previos con virus idénticos o antigénica-
mente proximos (40). La gripe se presenta en forma de brotes epi-
démicos mds o menos importantes, habitualmente todos los afios y
durante los meses frios, como consecuencia de las variaciones me-
nores de los virus A v B. Las epidemias progresan en la poblacion
a través de los grupos familiares y en las instituciones cerradas
(guarderias, colegios, residencias de ancianos, cuarteles, etc.) v pue-
den afectar a la mayoria de las personas (41).

La gripe A puede, ademds, ocasionar pandemias como consecuen-
cia de la aparicidén de variantes mayores frente a las que la pobla-
cién carece absolutamente de inmunidad. Se presentan varias ondas
epidémicas, que no ocurren necesariamente en los meses frios, v
afectan en pocos meses a todo el mundo.

Desde el punto de vista de la salud publica su importancia resi-
de tanto en la elevada mortalidad que origina en las poblaciones,
como en la mortalidad que puede ocasionar, tanto de forma direc-
ta como por agravamiento de otras enfermedades de base, sobre
todo de naturaleza crénica cardiorrespiratoria en grupos denomina-
dos de riesgo (42). Por iltimo, origina importantes costes sociales
v sanitarios, derivados del absentismo laboral que provoca y mer-
ced a los gastos que ocasiona su asistencia.
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VIGILANCIA Y DIAGNOSTICO VIROLOGICO

La vigilancia epidemiolégica en la gripe tiene un doble objetivo:
por una parte, conocer con prontitud las caracteristicas epidemio-
Iégicas y clinicas de la actividad gripal en la poblacién y, por otra,
obtener aislamientos representativos de los virus circulantes para su
andlisis antigénico; ambos fines sirven como mecanismo de alerta
para la toma de las decisiones pertinentes.

Existen diferentes sistemas de vigilancia que varian de unos pai-
ses a otros en funcion de su sistema sanitario {(43). La vigilancia puede
utilizar multiples indicadores de variada sensibilidad y especificidad
y de diversos origenes. Los datos de morbilidad, clinicos y epidemio-
l6gicos, se obtienen de la declaracién de casos de gripe y, eventual-
mente, de infeccién respiratoria aguda y neumonia. Otro indicador de
gran utilidad es el analisis de la mortalidad por gripe y neumonia (44).
También pueden monitorizarse otros datos médicos, como hospitali-
zaciones, nimero de consultas, consultas de urgencias y consumo de
medicacion antigripal. Los datos indirectos no médicos mas utiles son
los de absentismo laboral y escolar. En cualquier caso, una adecua-
da vigilancia exige la combinacién de varios indicadores (45).

El estudio de la morbilidad se basa en algunos paises en la in-
formacién generada por los médicos generales, pediatras y servicios
de salud que informan semanalmente de la actividad gripal (46); en
otros, se atiende mas a la informacién recogida por redes de médi-
cos centinelas sobre los casos de gripe e infeccién respiratoria agu-
da registrados en la poblacién que atienden (47). La informacién
facilitada por la red de vigilancia puede ser recogida y difundida por
métodos convencionales o por via telematica (48,49), que tiene, ade-
mas de su rapidez, la indudable ventaja de una adecuada retroin-
formacién de los servicios de la red. Es fundamental que los datos
epidemiolégicos se correlacionen con la adecuada informacién so-
bre los virus causales circulantes en la poblacién (50). La informa-
cién obtenida con los diversos sistemas puede completarse con el
control particularizado de algunas instituciones cerradas (residencias
de ancianos, guarderias) y determinados grupos de poblacién, como
la militar y la laboral en distintas empresas.

En la actualidad disponen de programas especificos de vigilan-
cia de la gripe la mayoria de los paises occidentales como Francia
(47,51,52), Gran Bretafia (53), Alemania (54), Bélgica (55), Holanda
(56} y Estados Unidos (57) y se promociona la comunicacién entre
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TagLa 12.—Algunos objetivos del Programa Internacional de Vigilancia de la Gripe
(PIVG) de la OMS,

las redes de los diversos pafses europeos (58). En Espafia existe tam-
bién una amplia experiencia en la vigilancia de la gripe, v en el
momento actual existen programas especificos para la vigilancia en
diversas Comunidades Auténomas, entre ellas Catalufia (59), Casti-
lla y Ledn (60) y la Comunidad de Madrid (61). Ademas desde la
temporada 1993-1994 se ha puesto en marcha una coordinacién de
la informacién facilitada por los laboratorios de diversos centros con
capacidad de aislamiento de virus gripales para su difusién a tra-
vés del Centro Nacional de Epidemiologia.

La gripe tiene evidentemente una importancia supranacional. Por
ello ha merecido especial atencién por la OMS, que en 1954 esta-
blecié un Programa Internacional de Vigilancia de la Gripe (PIVG)
(62) que, cada vez méas perfeccionado, contintia en la actualidad.
Algunos de cuyos objetivos se reflejan en la Tabla 12,

Las estrategias de diagnéstico virolégico se exponen en la Tabla 13
y se ajustan basicamente a lo referido para el Coronavirus del SARG.

- Aislamiento

* Embrién de pollo

s Lineas celulares: MDCK
Tipado y Subtipado

* Identificacién de variantes por RIH
Deteccidén de acido nucleico

* PCR especifica

* «Multiplex» para virus respiratorios
Caracterizacién y secuenciacion
— Determinacién de Ac¢ en suero

RIH: reaccion de inhibicién de la hemaglutinacion,

TaBLa 13.—Esirategias de diagndstico virolégico de la Gripe.
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GRIPE AVIAR

En el presente afio 2004, se ha suscitado de nuevo una importante
alarma en la poblacién ante la explosiva presentacién y difusion de la
gripe aviar en diversos paises del sudeste asiatico y la aparicion de
casos muy severos en personas en contacto con las aves infectadas (63).
Las informaciones facilitadas precozmente por la OMS, han sido re-
cogidas y difundidas por las autoridades sanitarias de todos los paises.

El espectro de huéspedes y la patogenia de los virus gripales A
derivan del conjunto de todos los segmentos génicos (Figura 5). El
segmento mas importante para la patogenia es la I (64,65), pero la
constelacién génica final es muy importante. Para infectar a un
nuevo huésped, es preciso una adaptaciéon progresiva y la pre-
sentacién de un fenotipo aviar o de mamifero estd bien estudia-
do. En relacién con la H, glicoproteina que ejerce las funciones més
importantes para la infectividad, este segmento proporciona
los receptores para la unién a las células aviares y a los mamife-
ros, la fusién de membranas y establece las condiciones para su
clivado en H1 y H2. Ademas, la H presenta sus epitopos responsa-
bles de su antigenicidad (Figura 6). Es extremadamente importante
identificar los cambios minimos necesarios que permitirian replicar-
se al virus gripal aviar y transmitirse eficientemente en el hombre.

Huéspedes Huéspedes

Hombre,Cerdo Hombre,Cerdo s

Hombre Hombre,Cerdo

= Hombre Cerdo J

Ficura 5.—Ecologia antigénica del virus gripal A.
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Funciones:

' -Union a receptor celular:
-tipo & 2.8 (V. humanos):
. -fipow23 (v aviares)
-Fusion de membranas.
* -Infecciosidad o
 Mirulencia e
. -Ag principal
-Mutaciones

Ficura 6.—Hemaglutinina del virus de la gripe.

Las cepas aviares presentan habitualmente una virulencia baja
(baja patogenicidad de la gripe aviar, BPGA). Pero desde los afios
60 se describieron cepas de alta patogenicidad (APGA), con una gran
virulencia en granjas avicolas (en su mayorfa, gallinas, pollos v pa-
vos). Desde 1959 al momento actual se han contabilizado 23 epizoo-
tias incluyendo el episodio del sureste asidtico del 2004 y el actual
brote aparecido en Canada (abril 2004). Las cepas aviares de alta
virulencia presentan las hemaglutininas H5 o H7 que presentan al-
gunas caracteristicas en su glicoproteina por mutacién.

Las hemaglutininas (Hs) de las cepas con H5 y H7 desempefian
el papel central de la alta virulencia de la gripe aviar en las aves
domeésticas. Su H es clivada sin necesidad de proteasa exégena. Las
hemaglutininas de estos subtipos poseen muiltiples aminoacidos ba-
sicos al final de la H1, que permite el clivado por proteasas celula-
res. En las cepas de alta patogenicidad sus Hs al ser clivadas per-
miten la generacién de mutantes de insercién (66). Los receptores
especificos de la gripe aviar se unen de preferencia a sialiloligosa-
caridos celulares terminados con enlaces SA + 2,3 galactosa, mien-
tras que los virus humanos, en particular los H3, se unen a enla-
ces SA + 2,6. Los hallazgos recientes sugieren claramente que la H
de 1918 interaccionaba con los receptores humanos (67,68).

Las epizootias producidas por virus de alta patogenicidad no
mostraron hasta el 1997 capacidad para infectar a los seres huma-



28

nos seriamente. Desde los episodios de 1997 y 2004 algunos virus
aviares han traspasado la barrera entre especies en forma limitada
pero con alta gravedad.

Las epidemias producidas por virus APGAs han tenido importan-
tes repercusiones sociales, econdémicas y comerciales, en particular
en los brotes de Pensylvania (H5N2), Méjico (H3N2) e Italia (H7N1).
En algunos episodios, los virus de alta virulencia se han manteni-
do, incluso despues del sacrificio v reposicién, durante varios afos.
En otros brotes, se ha vuelto de nuevo a la presentacion esporadi-
ca de infecciones por cepas de baja patogenicidad.

Desde diciembre de 2003 al afio 2004, los acontecimientos por
la gripe aviar han sido sorprendentes y alarmantes por diversos
motivos. En primer término por su distribucién amplia con nueve
paises de la zona (Corea del Sur, Japén, Vietnam, Tailandia, Laos,
Indonesia, Camboya, China y Taiwan). Todas las epidemias avico-
las fueron producidas por virus gripal H5N1. Las epizootias en Pa-
kistan fueron producidas por otros subtipos (H7, H9) vy también el
brote actual en Columbia Britdnica en Canada (H7).

En segundo lugar, la velocidad de propagacién en tres meses ha
sido espectacular. El niimero de granjas avicolas afectadas ha sido
enorme en todos los paises implicados y las aves sometidas al sa-
crificio {(la tnica medida eficaz inicialmente) se cuentan en cente-
nares de millones.

En tercera instancia se ha documentdo su transmisién al ser
humano por contacto o inhalacién, con una gravedad extrema. Si
el incidente de Hong Kong en 1997 supuso una mortalidad huma-
na del 35%, en los dos paises que han declarado casos humanos
(Vietnam y Tailandia} en 2004 la mortalidad ha alcanzado al 70%.

Tras los esfuerzos de la OMS vy sus expertos y de las autorida-
des sanitarias de los paises afectados, se asiste ahora un periodo de
cierta calma. Se ha demostrado de nuevo, como ocurrié en 1997 en
Hong Kong, que el sacrificio interrumpe la propagacion, por lo
menos temporalmente.

Dado que el virus responsable es el A (H5N1) es necesario preci-
sar que las cepas, desde la de 1997 hasta las mds recientes de origen
humano, son muy heterogéneas, v que resulta dificil encontrar un
candidato apropiado para una vacuna frente a una pandemia I15 (69).

De manera concomitante y por lo que atarie al diagnéstico vire-
l6gico, es vilido lo resefiado para los virus gripales convencionales
si bien la manipulacién y manejo de virus altamente patdgenos (HS,
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H7), como habia sido acertadamente senalado por prestigiosos es-

pecialistas en nuestro medio, debe hacerse en laboratorios de segu-
ridad de clase IIT (70).
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Resumen

El SARS es una infeccidn respiratoria causada por Coronavirus, del Or-
den de los Nidovirales, RNA, se conocen los grupos 1 que afecta a perros,
gatos, cerdos, el agente humano es el 229 E, el grupo 2 que afecta bovinos,
muridos, el agente humano es el OC43, y el grupo 3 de patologia aviar. La
epidemia surgié en febrero de 2,003 en Guangdong en el Sur de China, por
el consumo de animales exéticos (Civeta, etc.) v se extendié por contagio
interpersonal, a otras zonas de Asia, América v Europa. La infeccién tiene
un periodo de incubacién de unos 2 a 7 dias. El virus se transmite persona
a persona, pero también por las excretas y aguas residuales. La tasa
repreductiva basica es de 2 a 4, se considera que se infectan 2,7 a partir del
caso inicial. En junio de 2003 habia afectado a mas de 8.000 personas con
774 muertes .La Mortalidad es proxima al 10 %, mayor en las personas de
edad, casi del 50 % en los de mas de 65 anos. Es importante establecer con
rapidez los protocolos de actuacién con las caracteristicas clinicas,
epidemiolégicas v de prevencién.

La influenza aviar es una infeccién causada por un Orthomixovirus del
tipo A de la gripe, en que las aves migratorias y patos salvajes son el prin-
cipal reservorto. Los virus aviares corresponden a los H3, H7, H9. En 1997
se observé que el tipo AHSNI salté la barrera Inter.-especie y afectd a 18
personas de las que 6 murieron. A finales de 2003 y en el 2004 se ha des-
crito esta gripe de los pollos en Asia. La FAO ha insistido como la medida
mas eficaz. para su lucha el sacrificio de las aves en las granjas afectas. Se
han establecido suprimir las importaciones de estos paises. No hay eviden-
cia del contagio interhumano a partir del contagio por aves, ni al hombre
por via alimentaria.
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Abstract

SARS is a respitatory infection caused by Coronavirus (Nidoviruses, RNA}
from which 3 groups are known. Group 1 affects dogs, cats, pigs, and the
human agent is 229 E. Group 2 affects bovines or rodents, and the human
agent is OC43. And group 3 corresponds to the avian pathology...

The epidemics emerged on February 2003 in Guangdong, South China,
due to consumption of exotic animals (Civeta, etc.}, and it spread through
interperson contagion to other regions in Asia, America and Europe.

Incubation period is about 2-7 days. Transmission Of the virus is person-
to person, but also by excretions and residual water. Basic reproductive rate
is 2 to 4, and it is considered that 2,7 persons are infected from the initial case.

In June 2003, SARS affected over 8,000 people and 774 were killed. Mor-
tality approaches to 109, and it is higher among older people rising up to
50% in those aged over 65 years.

It is important to quickly establish action protocols regarding clinical,
epidemiological and prevention aspects.

Avian influenza is an infection caused by type A Influenza Orthomixovirus,
in which migration birds and wild ducks are the main reservoir. Avian viruses
correspond to H5, H7, HS. In 1997 it was observed that type AH5N1jumped
interspecies barrier and affected 18 humans, and 6 of them died.

At the end of 2003 and in 2004 this type of pouliry flu was described in
Asia, FAO has emphasized that sacrifice of chicken in affected farms is the
most effective measure to fight against the disease. It has also been estab-
lished suppression of imports from these countries. There is no evidence on
interperson contagion from chicken contagion, nor on food-borne contagion
to humans.

Delinicién: El SARS (Severe Acute Respiratory Syndrom) es una
infeccién respiratoria causada por un Coronavirus. Esta enfermedad
aparecié en febrero del 2.003 en Asia y desde alli se extendis a otras
partes de América Norte y Sur y a Europa.

Clinica: La sintomatologia v semiologia como indica su nombre
corresponde a una infeccién respiratoria aguda severa con el patrén
de una neumcnia atipica con areas confluentes e intersticiales, que
la tomografia axial muestra areas de consolidacién subpleural. Tam-
bién hay casos que cursan con diarrea, por lo que el contagio se
produce por gotitas respiratorias y por excretas.

La enfermedad tiene un periocdo de incubacién variable de 2 a
7 dias, aunque puede ser mas largo, de una a dos semanas. Las
manifestaciones prodromicas son las de un sindrome febril con 38
°, cefaleas, mialgias, astenia etc. A continuacién aparece el cuadro
de neumonia atipica con hipoxemia ,que en un 10 % de los casos
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requieren respiracion asistida Muestran leucopenia, linfopenia, trom-
bocitopenia.

Estan elevadas la alanin-amino trasferasa, la creatinin cinasa, la
LDH, niveles de Dimero-D, y estin bajos el Na y K, asi como el
tiempo parcial de tromboplastina activado se prolonga. La mortali-
dad es préxima al 10 %, pero depende del tramo de edad afectado,
menos del 1% en los jévenes <24 afios, del 6 % entre personas de
>25 anos, del 15 % entre 45 y 65 afos, y del 50 % en los >65 afos..

La no actuacién de los Antibiéticos v los estudios con PCR, hasta
el aislamiento y cultivo en células Vero permitié la identificacién de
el agente , un Coronavirus, que cumplia los postulados de Koch, por
lo que la OMS lo consideré asi el 16 de abril 03.

El virus estd en grandes concentraciones en las secreciones res-
piratorias, y en menor cuantia en las excretas de los pacientes v en
el periodo de convalecencia.

Categorias de caso, criterios: Los CDC segun los criterios cli-
nicos de laboratorio y epidemiolégicos ha establecido las siguientes
categorias;

Caso probable de SARS, que cumple los criterios clinicos de
infeccién respiratoria y probable exposicién al Coronavirus.

Caso confirmado: enfermedad compatible bien sea precoz, leve,
moderada, o grave, confirmada por Laboratorio.

1. Los criferios diagndsticos, de tipo clinico, se establecen como:

Enfermedad precoz con fiebre, escalofrios, cefalea diarrea, odin-
ofagia, rinorrea.

Enfermedad leve-moderada, fiebre de 38°, afectacién respiratoria
(tos, disnea)

Enfermedad respiratoria grave, lo anterior con evidencia de neu-
monia por radiologia y distrés respiratorio agudo. La autopsia a
veces lo confirma

2. Criterios epidemioldgicos: exposicién posible a un Coronavirus
o SARS en los 10 dias anteriores a la manifestaciones de enfermedad.

Viaje al extranjero donde se han detectado casos.

3. Criterios de laboratorio: deteccién de Anticuerpos (PCR, rt-
PCR, ELISA, EJA etc) por una prueba validada. O aislamiento del
Virus o RNA a partir de una muestra clinica

4. Criterios de exclusion: puede explicarse el proceso por otro
diagnéstico.

La no presencia de anticuerpos a la 4 semanas del comienzo.
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EXTENSION DE LA EPIDEMIA DE SARS

Fue detectada por primera vez en Guangdong al Sur de China,
en noviembre de 2002, el 15 de marzo del 2003 la OMS alerta a las
autoridades sanitarias, médicos y a las personas que viajan del riesgo
emergente, considerando como «hot zones» de SARS, China, Hanoi,
Singapur, Toronto. A finales de abril se estiman 4.000 casos, el 2
de mayo 6.000, el 8 de mayo 7.000, en este momento que coincide
con el mayor pico de la epidemia se detectan unos 200 casos dia-
rios, el 3 de julioc se habian diagnosticado 8.000 pacientes. El reser-
vorio son los animales que albergan los Coronavirus, como la Cive-
ta el principal implicado, por el consumo humano en la dltima
epidemia en Guandong en China, perc también los mapaches, el
hurén y el gato pueden ser reservorios. El microbiologo Yi de la
Universidad de Hong kong se traslada a Guangzhou y en el Xinvuan
Market compra civetas por 6 $ cada una. Este animal es una «deli-
cadeza», encuentra 16 casos positivos de 21 animales El negocio de
animales exdticos en Guangdon es de 100 a 200 M de $. Persuade
al Dr Zhong director del Instituto de Enfermedades Respiratorias,
que habia instaurado el tratamiento de los casos de SARS. Al com-
parar los arboles filogenéticos de estos virus RNA, de la civeta y de
los humanos eran mds que similares, eran idénticos.

Los casos de la epidemia se producia en el entorno familiar, en
medios donde el hacinamiento era intenso, o con alta densidad de
poblacién hoteles, hospitales etc.

la Tasa reproductiva bdsica es decir el patrén de contagio, obe-
dece a la formula:

Ro= S8/ A-D, donde S indica el niimero de susceptibles, A €l tiem-
po de adquisicion de la infeccion y D duracién de la proteccién por
Anticuerpos etc, también se ha utilizado la Ro = CD, siendo C los
Contactos y D duracién de la enfermedad , y B la peculiaridad de
trasmisidn de la infeccion. En la estudiada en Hong Kong era de 2
a 4. Riley estima que los casos secundarios eran de 2,7 por caso
inicial. El virus se trasmite persona a persona, pero también a tra-
vés por las excretas y aguas residuales de los edificios. En Toronto
la epidemia fue introducida por una sefiora que visité a sus parien-
tes en Hong Kong en febrero 2003. En Canada se produjeron 251
casos con 43 muertes. En Hong Kong 1.755 casos y 299 muertes,,
en China 5.237 casos y 349 muertes, en Taiwan 346 casos y 37
muertes, en Singapur 238 casos y 33 muertes. En total 8.098 casos
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v 774 muertes. Un nuevo rebrote epidémico ha surgido en abril del
2004, por la contaminacién de Laboratorio en China y a casos fa-
miliares en su entorno.

ERRADICACION

Una efectiva intervencién sobre la cadena epidemiolégica puede
interrumpir la trasmisién. Para ello es necesario el diagnoéstico pre-
coz con pruebas de Sensibilidad, Especificidad y Valor predictivo.
Si se rompe la cadena epidemiolégica del contagio persona-perso-
na el agente no sobrevive con lo que la epidemia se puede agotar.
La existencia de animales reservorios complica la erradicacién, por
lo que se debe evitar el contacto con los animales que se conoce
puedan ser reservorios para estos Coronavirus.

Los Coronavirus que afectan a las personas pertenecen al grupo
1 HeoV 229E, v al grupo 2, HCoV, OC43.

La deteccién se hace mediante pruebas para detectar los Anti-
cuerpos TFA (Indirect fluorescent Antibody), o ELISA. El aislamiento
en cultivo de tejidos, el test PCR o RT-PCR (reverse trascriptasa).
El no presentar Anticuerpos especificos a las 3 semanas del comien-
zo de la sintomatologia hace descartar el caso sospechoso.

VIROLOGIA DE LOS CORONAVIRIDAE

Pertenecen al orden de los Nidovirales, familia Coronoviridae,
genero Coronavirus Son virus +RNA de 60 a 130 nm de didmetro,
el mas grande de los conocidos, las particulas virales que se proyec-
tan en su superficie le dan esa forma de corona. Se distinguen la
glicoproteina de la Spicula S de 180-220, la proteina de la membra-
na M de 23-35, la proteina de la nucleocapside 30-60, una pequefia
proteina en la envoltura E de 9-12, y la Hemaglutinina Esterasa HE
de 65 kDa. Cuando el virus invade la célula y se replica produce una
larga secuencia proteica que la proteasa principal, que es muy sen-
sible al pH, recorta para formar nuevas particulas de virus, lo que
puede ser importante para el desarrollo de farmacos bloqueantes de
la misma.

Pertenecen a 3 grupos: el grupo I canino, felino con peritonitis
infecciosa (FIPV), hemaglutinante encefalomielitis del cerdo (HEV),
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y el humano 229E; &l grupo 2 bovino, murino hepatitis (MHV}, y el
humano OC43, y el grupo 3 de virus de bronquitis aviares (IBH).
Marra ha propuesto un grupo 4.

Se distinguen la familia y el género de los Arterivirus, que cau-
sa arteritis equina. También se describe el género Torovirus, Todos
ellos tienen como huésped a los vertebrados. La OMS ha dedicado
el descubrimiento del patégeno del SARS al médico italiano Carlo
Urbani, pues fue el primero en detectar la enfermedad en Hanoi
(Vietham) y murié por neumonia el 29 de marzo.

Se han comercializado diversas vacunas de tipo veterinario para
prevenir estas infecciones, excepto para las bronquitis infecciosas de
las aves. La glicoproteina S {spiculas) del virus es un buen antige-
no, para la posible preparacién de vacunas. En el Centro de Cien-
cias genémicas de la Agencia Oncoldgica Canadiense han descifra-
do el codigo genético con 29.736 pares de bases de nucledtidos; es
el mas grande de los conocidos. La secuencia del virus permite
desarrollar nuevos test diagnésticos y realizar vacunas preventivas.

En el NIAID Kanta Subbarao ha descubierto que los ratones
desarrollan anticuerpos frente al virus del SARS, que, aunque no
enferma al ratén el virus, es capaz de adherirse e infectar a las
células de las vias aéreas; los anticuerpos que impiden que nuevos
virus infecten pueden trasferirse a otros ratones y protegerlos, por
lo que el sistema inmunitario del ratén es un buen modelo de es-
tudio para probar la potencial eficacia de vacunas v para probar
farmacos.

Una vacuna de DNA del Coronavirus del SARS codifica una pro-
teina de la cubierta por la que se adhiere el virus, que no produce
infeccion, pero si reduce la carga viral en ratones, segun Gary Na-
bel (Nature 2004; 428: 561-564).

PROTOCOLOS DE ACTUACION

Es posible la eventualidad de un nuevo brote epidemiolégico
estacional, por las caracteristicas epidemiolégicas de estos virus res-
piratorios. En Madrid se han elaborado unos Protocolos de actua-
cién que constan de varias fases, desde la sospecha de infectados
con el consiguiente aislamiento hasta la confirmacién del caso. Para
el diagnostico se sigue también un protocolo. Los posibles infecta-
dos se deben remitir a un Hospital de referencia con adecuado sis-
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tema de aislamiento, de habitaciones individuales con presién ne-
gativa, como puede ser el Hospital Carlos III de Madrid, donde se
hayan establecido protocolos adecuados de medidas preventivas para
evitar los contagios nosocomiales. Es preciso, pues, la formacién de
un comité multidisciplinar, el refuerzo de personal, la habilitacién
de zonas de aislamiento, y protocolos diagnésticos y terapéuticos
Todavia hay incdégnitas que deben aclararse:
- Cémo es la distribucién de los Coronavirus en los animales
reservorios.
— Qué factores determinan los periodos de silencio Inter.-epidé-
micos.
- Cudl es la concentracion de virus o carga viral en los distin-
tos tejidos.
- S8i existen portadores sanos, y excretan virus en cuantia sufi-
ciente para infectar.
- Cudles son las manifestaciones minimas para detectar un caso
indice.
- Por qué los niflos padecen con menos frecuencia el SARS.
— Qué importancia juega la posible comorbilidad con Clamidias
etc.

CONSIDERACIONES EPIDEMIOLOGICAS SOBRE LA INFLUENZA
AVIARIA

Definicién: La influenza aviar o «gripe de los pollos» es una en-
fermedad infecciosa causada por el virus de la gripe A, en la que las
aves son vulnerables, y las aves migratorias y concretamente el pato
salvaje son su principal reservorio. Las aves de corral domésticas en
particular los pollos y los pavos son muy vulnerables Los virus tienen
forma esférica en los que sobresalen unas espiculas de la membrana
viral, la Hemaglutinina HA formada por un trimero de polipéptidos
de un PM de 224.640 y la Neuraminidasa NA, una enzima que cata-
liza las terminaciones del 4cido sidlico con un PM de 240.000 Las
variaciones antigénicas en estas HA y NA originan los distintos tipos
virales, distintos en cada epidemia. Se conocen 15 subtipos de virus
que infectan a las aves, con amplios reservorios, los de mayor virulen-
cia han sido los causados por el tipo A, subtipos H5,117 H9.

Los cuadros clinicos varian desde sintormatologia leve a altamente
contagiosos ¥ de gran mortalidad.
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Virologia: Pertenecen a la familia Orthomixoviridae; son virus —
RNA, con los géneros Influenzavirus A, B, C. Los virus A son los mas
epidémicos, producen pandemias, los B son endémicos, y C mas le-
ves y circunscritos. Los virus A infectan a una gran variedad de ani-
males, el reservorio es las aves acuaticas; los subtipos que mas pue-
den circular a través del hombre son el HIN1, HIN2 , H3N2, eic.

Aspectos histéricos: En 1931 Shope describe la gripe del cerdo;
en 1933 Andrew y Laidlow aislan el virus y Smith en el hurén el sub-
tipo A; en 1934 Burnet lo cultiva en embrién de pollo; en 1939 Francis
y McGill descubren el B; en 1945 Hirst describe el fendmeno de la
Inhibicién de la Hemaglutinacion THA; en 1950 se describe el tipo C.

La epidemia denominada gripe «espafiola», que causd unos 22 M
de muertes antes de conocerse el virus, en caddveres mantenidos en
Alaska ha permitido la reconstruccién de la glicoproteina HA, que
se une a un receptor de la célula huésped; era un virus A H1 N1
Sw con caracteristicas de virus aviares. Se conocen 15 serotipos
diferentes de HA. En 1957 surgié en Singapur el A H2 N2, y causé
2 M de muertes. En 1968, en Hong Kong, surge el H3N2. En 1976
aparece en EE.UU. un HINI swine-like, en 1977 surge de nuevo el
HIN]1, la denominada gripe rusa. En 1997 el H5 N1 y en 1999 HIN2;
en 2003 de nuevo H5 N1 y H7N7 y en el 2004 HS5N5 los de tipo
aviar con contagios humanos.

Virus aviares: Los brotes surgidos de los subtipos aviares corres-
ponden pues al H5, H7, H9. El pato salvaje es uno de los centros
de diseminacion de virus. El cerdo puede actuar de mezclador de
virus, pero no necesariamenie pasan por este animal.

Los receptores de las células al virus son derivados del acido
sidlico o meuraminico para los virus humanos 2-6 galactosa sustitui-
do de la glicoproteina, para los aviares 2-3 sustituido del acido sia-
lico.

Se ha visto que algunos de estos virus pueden saltar la barrera
inter especies y afectar al hombre, como en el brote de Hong Kong
de 1997, que afect6 a las aves y produjo 18 casos humanos con 6
muertes. Se implantaron unas medidas eficaces, pues hasta febrero
de 2003 no se produjeron 2 casos en Hong Kong y 1 murié. En 1999
en Hong Kong se detecté en nifios A H9 N1 pero la epidemia fue
leve v autolimitada. En el 2003, en la industria avicola de Holanda,
se constataron 89 infecciones humanas por el AH7N7; murié un
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veterinario. En el final del 2003 v comienzos del 2004 se han des-
crito casos de AH3NI entre la produccién aviar de Asia, en Corea
del Sur, Japén, Indonesia, Vietnam, Tailandia, Lacs, Camboya y
China. También se ha descrito en Delaware en EE.UU. vy en la Co-
lumbia britdnica de Canada (H7N3).

En el 2004 se han confirmado pacientes que murieron por gri-
pe AH3N1 en las ciudades de Hanoi v Ho Chi Minh en Vietnam.

Variaciones antigénicas: Son virus que carecen en su replica-
cién de los mecanismos de «correccién de pruebas» con lo que no
pueden reparar los errores surgidos en este proceso, por lo que la
cepa original cambia hacia una nueva variante antigénica que se
denomina «deriva». Esto es lo que obliga a vigilar las cepas surgi-
das para preparar las vacunas adecuadas.

Pero presentan, ademads, otra caracteristica: es su capacidad de
intercambiar material genético con subtipos de diferentes especies;
este proceso de recombinacién de los dos virus originales v produ-
cir un subtipo distinto es lo que se conoce como cambios antigéni-
cos mayores o «shifts, dando lugar a pandemias de gran mortalidad.

Hay que considerar también las derivas o cambios menores de
los virus en las epidemias gripales; asi, la cepa A/Fujian 411/2002
(H3N2) presenta 13 cambios antigénicos en sus aminodcidos, lo que
ha producido epidemias mdas tempranas y graves a finales del afio
pasado, segiin un estudio reciente del CDC (MMWR) 2004.

La mortalidad por gripe puede ser directa por una neumonia
viral aguda, a veces fulminante como en la pandemia del 1918.
Puede ser indirecta en enfermos crénicos, cardiovasculares, respira-
torios EPOC, nefréticos, diabéticos, etc., v debido a una infeccién
secundaria por bacterias resistentes a los antibidticos.

En las pandemias se sefiala la Fase de alerta, que en la fase 0
se refiere al periodo interepidémico, la fase 1 con emergencia de un
nuevo virus (HA/NA), fase 2 varios focos de infeccién de dicho vi-
rus (fuera de Europa), la fase 3 cuando se aisla en Europa, la fase
4 la pandemia afecta al pais, v 5 vuelta a la fase interepidémica 0.

El contagio de las cepas aviares. As{ el contacto directo o in-
directo de las aves domésticas con las aves migratorias acudticas es
una de las causas de las epidemias. El hacinamiento de estos ani-
males vivos en los mercados, el contacto con excretas de los mis-
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mos son fuente de contagios. Se ha visto que incluso virus de baja
patogenicidad después de circular en poblaciones de aves de corral,
pueden mutar y convertirse en hiperpatégenos.

Uno de los virus mas patégenos H5 N1 puede ser eliminado en
gran cuantia por las heces, puede sobrevivir largos perfodos en los
tejidos de los animales enfermos y en el agua hasta 4 dias a 22° y
un mes a 0°. La epidemia por este virus que comenzd en la Reput-
blica de Corea en diciembre del 2003 se ha extendido a otros pai-
ses asidticos, Camboya, China incluida Taiwan, Indonesia, Corea del
Sur, Japén, Laos, Tailandia, Vietnam. En Japén se han detectado
cinco cuervos infectados. En la Columbia Britdnica (Canadi) ha
aparecido un H7N3 muy virulento para las aves pero no para los
humanos. Ha aparecido algin caso menos virulento en EE.UU.

Esta cepa ya demostré su capacidad de infectar al hombre en 1997,
y lo ha repetido en el 2004 en Vietnam, con 22 pacientes de los que 15
murieron, y en Tailandia con 11 casos de los que murieron 8, que se
han asociado al contacto con aves enfermas, pero la OMS no tiene
informacién que se transmita la enfermedad persona a persona. En el
anélisis cientifico del equipo de Enfermedades Tropicales del Hospi-
tal de Ho Chi Minh de Vietnam y del equipo de la OMS Jeremy Farrar
y Peter Horby, analizando 10 vietnamitas infectados por el virus de la
gripe A, confirmados por RT-PCR (transcriptasa reversa), indican una
elevada mortalidad del 80 %, y un plazo desde la infeccién a la muerte
de 9 dias. En 8 pacientes se documenté un estrecho contacto con aves
en la semana anterior, lo que sugiere un periodo de incubacion de 2
a 4 dias. Las caracteristicas clinicas al ingreso fueron fiebre, tos, dia-
Tea y respiracién entrecortada, alteraciones en las placas de térax. El
laboratorio muestra una linfopenia y trombocitopenia, marcada inver-
sién CD4/CD8. La recuperacion de los linfocitos se produjo en los 2 so-
brevivientes. Se cultivaron los virus en células de rifion de perro de
una sola capa de Madin-Darby, y se efectuaron pruebas de inmu-
nofluorescencia.

Tratamientos. Parte de los datos epidemiolégicos se obtuvieron
de las entrevistas con los pacientes o sus familiares y de las histo-
rias clinicas, A 5 pacientes se trataron con inhibidor de la Neura-
minidasa: Ozeltamivir (35 mg 2 veces al dia) durante 4 dfas. A dos
pacientes Ribavirina (800 mg y 400 mg 3 veces al dia. Todos los
pacientes tenian un deterioro importante del intercambio de gases
(N. Engl. J. Med. 2004, 350: 1179-88).



43

Los antivirales empleados son los inhibidores de la replicacién
como la Ribavirina. Los inhibidores de los canales iénicos Amanta-
dadina, Rimantadina. Los inhibidores de la Neraminidasa Zanami-
vir, Ozeltamivir.

La secuencia del virus muestra que todos los genes son de ori-
gen aviar vy no han adquirido genes humanos, lo que incrementaria
la capacidad de trasmisién interhumana. Los laboratorios de la red
global de Vigilancia de Influencia de las cepas de 1997 de Hong
Kong v la mas reciente de 2003 indican diferencias significativas por
mutacién del mismo. Las campanas de prevencion evitaron la epi-
demia de gripe aviar en 6 afos.

La exposicién ocupacional aumenta el riesgo de la transmision
de virus como el de la Influenza A H5 N1 de aves a humanos, por
lo que los avicultores, trabajadores de limpieza de excretas de es-
tas aves por la exposiciéon al virus son los de mas riesgo.

MEDIDAS DE PROTECCION, PREVENCION Y CONTROL

La OMS y FAO y la Organizacién Mundial para la Salud Animal
colaboran para establecer medidas de proteccién a efectos de la
salud publica internacional .

La FAO insta al sacrificio masivo de pollos v pide ayuda inter-
nacional para compensar a los avicultores. La OMS ha iniciado
acciones de apovo nacionales para la investigacién de brotes en Asia,
v en humanos de deteccién rapida del H5N1, asi como produccién
de vacunas.

La OMS ha advertido que si el virus aviar se recombinara con
el de la gripe humana y produjera un nuevo patégeno con capaci-
dad de trasmisién interhumana podra ocasionar una epidemia de
una gravedad extrema.

Medidas de control

Vigilancia y diagnéstico adecuado de las enfermedades respira-
torias.

Medidas de aislamiento y cuarentena de las zonas infectadas.

Sacrificio de lotes infectados. Destruccién y esterilizacién de
material contaminado.
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Vacunaciones frente a Serotipos patdgenos H5, H7 (vacunas au-
torizadas).

Programa de bioseguridad

Limpieza y desinfeccién de todo el material
Barreras fisicas

Control de personal y trafico

Cloracién y desinfeccién de los circuitos de agua
Control de roedores y de aves salvajes.

Sacrificio de animales en los paises afectados. Se deben sa-
crificar todas las aves enfermas en las granjas y de lotes en contac-
to, como medida eficaz para abortar la epidemia, como preconiza
la FAO, procurando ayuda financiera a los afectados. Se estima que
hasta el momento se han sacrificado unos 100 millones de aves para
mantener la epidemia bajo control, 36 M en Tailandia, 36 M en
Vietnam, 15 M en Indonesia, 5 M en China, 4 M en Pakistan.

Tailandia y Vietnam pretendian anunciar el fin de la gripe aviar.
Pero la OMS no lo considera asi, ya que por la experiencia acumu-
lada, incluso en paises con mejores sistemas de vigilancia, recursos
adecuados y mis limitados geogrificamente, el control ha requeri-
do hasta 2 afios. También la FAO indica que aunque no hubiera ani-
males con evidencias clinicas, no significaria que el Virus no siguiera
circulando en el medio ambiente. La industria avicola tailandesa que
mueve unos 1.200 M $ al afio ha sufrido un grave revés, ya que sus
exportaciones a la UE y Japdn que son sus dos principales clientes,
las tienen prohibidas. La FAO insiste que antes de reponer los ani-
males en las granjas hay que tomar unas estrictas medidas, y ex-
pertos internacionales tendran que certificar la erradicacion, antes
de permitir las exportaciones.

Los trabajadores que participan en el sacrificio de aves deben de
estar protegidos con ropa, calzado y equipos adecuados, deben es-
tar vacunados contra los virus gripales e incluso tomar medicamen-
tos antivirales como profilacticos,

Los casos y defunciones recientes en Vietnam y Tailandia por H5
Nlestan asociados al contacto con aves enfermas, no hay informa-
cién sobre la trasmisién persona a persona. Los pafses mas afecta-
dos por estos virus son Camboya, Indonesia, Japon, R. de Corea,
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Laos, China, Tailandia y Vietnam. Estos dltimos tres paises preten-
dieron anunciar el fin de la cuarentena, por lo que supone de per-
didas econémicas el cese de las exportaciones, pero la OMS no lo
estima as{ pues ofros paises, incluso con un sistema de control mas
desarrollado, han tardado mas de 2 afios en su erradicacién.

Importaciones. Se prohibe la importacion de aves procedentes
de paises afectados y hacer un control exhaustivo de frontera de to-
dos los productos avicolas. En Espafia segin datos del Ministerio de
Agricultura en el mes de Enero pasado entraron 21.850 pollos pro-
cedentes de EE.UU., lo que no llega al 1 %, de las importaciones,
con valor de 150.000 €. El 92,5 % de las importaciones proceden de
Francia, Portugal y RU.

Los consumidores deben asegurarse que estos alimentos de aves
y huevos estén lo suficientemente cocidos para que se destruyan los
virus. Por el momento no es necesario evitar el consumo de estos
productos.

Viajes. Los que viajan a estos paises deben estar vacunados fren-
te a la gripe, y no visitar mercados de aves vivas o granjas y con-
tactos con estos animales. Las personas con alto riesgo de exposi-
cién a las aves infectadas se deben vacunar con las vacunas
humanas de las cepas circulantes lo que permite reducir la coinfec-
cién con cepas aviares

Vacunas. Las vacunas antigripales trivalentes inactivadas para los
humanos (cepas circulantes en el afio de AHINI, AH3N2, y B), se
deben vacunar todas las personas involucradas en el control de la
epidemias y de los trabajadores que pueden trasmitir la epidemias
a personas de riesgo, contactos domiciliarios, ademés de las perso-
nas a riesgo > 63 afios, los que viven en Residencias de ancianos,
las personas afectas de enfermedades crénicas. En nifios mayores de
6 afnos afectados de enfermedades crénicas estd indicada la vacuna-
cién. Se dispone de vacunas de virus vivos atenuados adaptados al
frio (2 cepas A y una B), aplicables por via nasal.

Se disponen de vacunas inactivadas para las aves en emulsion
oleosa, que reducen la mortalidad. En el control se puede utilizar
aves centinelas no vacunadas en contacto con las vacunadas, si en
estas centinela se aprecia una seroconversién indica que hay virus
circulantes en el lote. No se deben utilizar vacunas vivas. No obs-
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tante la aplicacién de vacunas no estid autorizada en Europa. El
problema es que en caso de pandemia los embriones de pollo esca-
sean, v en el caso del H5N1 este método de cultivo no es adecuado
porque el virus mata al embrién de pollo antes que se haya desa-
rrollado suficientemente, se esta investigando con cultivos celulares,
Debe modificarse el virus por ingenierfa genética para su desarro-
llo en el embrién de pollo.

La Agencia Espanola de Seguridad Alimentaria, ante la exten-
sion e importancia de la influenza aviar conocida como «gripe del
pollo» informa que la Agencia se mantiene en contacto con las Or-
ganizaciones de N.U., OMS,FAQ, Instituciones Europeas y Agencias
alimentarias de distintos paises:

— Que esta epidemia se estd presentando en los paises asidticos.

— Es una enfermedad conocida desde hace afios en el ambito de
la sanidad animal v que excepcionalmente puede trasmitirse al hom-
bre, como se ha constatado en el Sudeste asiatico, para lo que se
requiere un contacto reiterado y proximo con animales enfermos.

— El contagio de las aves a los humanos es por via inhalatoria.

— No hay evidencia de contagio al hombre por via alimenticia.

— Las medidas propuestas por los Organismos internacionales de
las N.U. adoptadas por la UE. Prohiben las importaciones desde las
zonas asidticas afectadas de aves vivas y productos no procesados.,
con un cierre cautelar de fronteras a las importaciones. Y evitar la
posibilidad de contagio de aves domésticas vy silvestres de Europa y
por tanto de Espaifia.
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DATOS ACTUALES SOBRE VIRUS DE LA GRIPE
DE PATOS SALVAJES Y POLLOS, Y VIRUS
DE LA GRIPE TIPO C.
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PRESENT DATA ON INFLUENZA VIRUS ISOLATED
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VIRUS C. ANTI-INFLUENZA DRUGS

Por el Excmo. Sr. D. JosE ANTONIO CABEZAS
FERNANDEZ DEL CAMPO (*%)
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Resumen

Dentro de los amplios campos de investigacién de la Glicopatologia y la
Glicoterapéutica, el estudio de los tres tipos de virus de la gripe humana (A,
B y C), el de la gripe de diversas especies de aves (particularmente las
migratorias como el pato salvaje, por ser un reservoric de virus), asi como
el de los agentes que pueden prevenir o vencer epidemias/pandemias ocasio-
nadas por la mayor parte de estos virus, constituye un area de relevante
interés, no sélo cientifico sino por la enorme repercusién sanitaria y las
cuantiosas consecuencias econdmicas,

(*) Extracto de la Ponencia dictada en la Real Academia Nacional de Medicina
el 31 de marzo de 2004, con el titulo: «Virus de la gripe: Algunos aspectos enzimdticos.
Nuevos agentes antigripales». También incluye lo esencial de la Conferencia imparii-
da en Ia Real Academia Nacional de Farmacia el 1 de abril de 2004, con el titulo:
«Glicopatologia y Glicoterapéutica: muevos datos. (Sobre virus de las gripes aviarias y
humana. Agentes antigripales»).

{(**) La parte experimental de los trabajos de nuestro laboratorio aquf resefiados ha
sido realizada en colaboracién principalmente con los Dres. M. Cabezas (1), E. Villar, C.
Sdnchez-Bernal, A. Garcia-Sastre e L. Mufioz-Barroso; también, en menor proporcién,
con otros miembros indicados en la bibliografia. Asimismo, los resultados conseguidos
han sido fruto de una prolongada cooperacién mantenida con el Prof. C. Hannoun, y sus
colaboradores P. Eid, B. Fiszon y J-C. Manuguerra, del Instituto Pasteur de Paris.



50

La investigacion iniciada por algunos miembros del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Salamanca a media-
dos de la década de 1970, desarrollada después en estrecha cooperacion
durante una veintena de afios con la «Unité d’Ecologie Virale» del Instituto
Pasteur de Parfs (Prof. Claude Hannoun y colaboradores), ha logrado la rea-
lizacién de una veintena de trabajos que se han centrade principalmente en
el estudio tedrico-experimental de:

- La actividad sialiddsica (=neuraminidisica) de los virus de la gripe hu-

mana tipos A y B.

- La actividad acetilesterasica del virus tipo C en humanos y en perros.

— La actividad sialiddsica del virus tipo A del pato salvaje y del cerdo, en
comparacién con la de procedencia humana.

- Ciertos inhibidores de dicha actividad sialiddsica como valicsos agen-
tes antigripales, ademas de las vacunas, especialmente tiles en el caso
de posibles pandemias futuras de gripe, originadas en aves.

Palabras clave: Gripe de patos salvajes.—Gripe de pollos.—~Virus tipo C

de gripe humana y de perros.—Antigripales: Inhibidores de la neuraminidasa
(sialidasa).

Abstract

Present data on influenza virus isolated from ducks and chickens, and
influenza virus C. Anti-influenza drugs.

Within the broad field of Glycopathology and Glycotherapeutics, research
on influenza virus types A, B and C from humans and several bird species
{particularly migratory birds such as ducks, since they are reservoirs for
viruses), as well as the search for improved drugs designed for the prevention
or treatment of epidemics/pandemics produced by most of those viruses are
issues of relevant interest not only from a scientific point of view but also
for repercussions on health and the important economical consequences.

The research work begun by the author and collaborators at the
Department of Biochemistry and Molecular Biology of the University of
Salamanca (Spain) in the middle of the 1970’s, developed later in close
cooperation with the «Unité d'Ecologie Virales of the Pasteur Institute of
Paris (Prof. Claude Hannoun and collaborators), has been published in about
twenty papers that mainly focus on the theoretic-experimental study of:

— The sialidase (neuraminidase) activity of human influenza viruses types

A and B.

- The acetylesterase activity of type C virus from humans and dogs.

- The sialidase activity of type A virus from ducks and pigs, in comparison

with that of humans.

~ Certain sialidase inhibitors as useful anti-influenza drugs, especially in

the case of possible future influenza pandemics of avian origin.

Key words: Duck influenza.— Chicken influenza.— Type C influenza vi-
rus from humans and dogs.— Anti-influenza drugs:; Neuraminidase (sialidase)
inhibitors.



1. INTRODUCCION

La actual Glicociencia puede considerarse integrada por las ra-
mas siguientes: Glicobiologia (surgida a comienzos de la década de
1970 como materia especifica, aunque sus origenes son coinciden-
tes y compartidos con los de la Bioquimica, a finales del siglo xix);
la Glicopatologia, la Glicoterapéutica, la Glico(bio)tecnologia y
una incipiente Glicogenética.

Mientras que la Glicobiologia se centra frecuentemente en el
estudio de las funciones de los glicoconjugados (moléculas resul-
tantes de la unién fuerte entre un compuesto glucidico, también
llamado glicdnico, y otro que puede ser protidico o lipidico, o con
ambos}, en condiciones normales o fisiologicas, la Glicopatologia
atiende a este estudio cuando Jas circunstancias son anormales (pa-
tologicas); mediante la ayuda suministrada por la Glicoterapéutica
se intentard remediar esas disfunciones en que se hallan implicados
los glicoconjugados gracias a la participacién de los compuestos
obtenidos por técnicas quimicas (Glicotecnologia) o bioquimicas
(Glicobiotecnologia), que actuaran preventiva o curativamente, o
como agentes de diagnéstico, ete. (1).

A diferencia de otras ramas de la Bioquimica y la Biologia Mo-
lecular —de las que puede considerarse como una derivacién y con
las que comparte numerosos aspectos estructurales y funcionales—
. la Glicociencia (en particular la Glicobiologia) ha merecido menor
atencion que aquéllas, siendo considerada por algunos autores como
verdadera «Cenicienta» de la Ciencia. Todavia en el afio 2001, de ello
se lamentaba el prestigioso especialista S. Roseman (2), al mismo
tiempo que ofrecia una explicacién a este hecho cuando decia (tra-
duciéndolo nosotros al espafiol):

«En esta importante edad de la Gendnica, la Protedémiica y la
Protedmica funcional, mis colegas me preguntan frecuentemente
por quié la Glicobiologia aparentemente ha ido por detrds de los
otros campos. La contestacion mds sencilla es que los glicocon-
jugados son mucho mds complejos, diversos y dificiles de estu-
diar que las proteinas o los dcidos nucleicos. [...] Los glicanos
son diferentes porque frecuentemente son flexibles y se ajustan
a las necesidades fisiolégicas. En otras palabras, en estas sus-
tancias, la funcién define la estructura, no viceversa».

Las interacciones de los glicoconjugados situados en la zona
externa de la membrana citoplasmatica pueden tener lugar con
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numerosos agentes muy diferentes, pertenecientes o no a otras cé-
lulas. Esquematicamente:;

Interacciones de los glicoconjugados de la membrana
citoplasmatica con: hormonas,

enzimas,

anticuerpos,

glicoproteinas desialiladas,

toxinas,

bacterias y

virus.

1.1. Virus de la gripe: Composicién y nomenclatura

Limitandonos a los virus causantes de la gripe o influenza, Kil-
bourne (investigador destacado y autor de una importante monogra-
fia sobre la gripe) decia en 1987 (3):

«Ningiin virus ha sido mejor estudiado, pero de pocas
enfermedades [como la gripe] se entiende menos. Las glicopro-
teinas del virus de la gripe han llegado a ser wmodelos para los
biclogos interesados en el ensamblaje de la membrana v la
funcion; el conocimiento de sus estructuras terciarias (v aun
cuaternarias) aventaja al disponible para la mavyor parte de
otras proleinas».

Datos generales acerca de la composiciéon y caracteristicas de
los virus de la gripe tipos A, B y C se hallan en los libros de Mi-
crobiologia, Virologia, Biologia Molecular, etc., 0 en recientes mo-
nografias (3-5). Otra informacién particular puede encontrarse facil-
mente en algunas publicaciones de nuestro laboratorio (6-10), de las
que probablemente puede considerarse que siguen siendo mas ac-
tuales y complementarias entre si las de las referencias 7-10.

Recuérdese que en la superficie del virus de la gripe tipos A
y B se hallan glicoproteinas como la hemaglutinina, HA (que faci-
lita la fijacién del virus a la célula hospedadora y su introduccién
en ella), y la impropiamente llamada neuraminidasa, NA {que de-
biera denominarse sialidasa) (6), que es una enzima (la EC. 3. 2.
1. 18), la cual evita la aglomeracién de los viriones recién forma-
dos; por lo que contribuye decisivamente a que éstos se difundan
en el ambiente.
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Otros componentes de la envoltura son la bicapa lipidica (proce-
dente de la célula hospedadora), y las proteinas M que (integran la
matriz de dicha envoltura), siendo la actividad de la M2 la de facilitar
el paso de protones, acidificando el medio. En el interior se hallan las
proteinas no estructurales NS1 y NS2, asf como las nucleoproteinas
NP y el ARN; éste, precisamente de polaridad negativa, en forma de
ocho segmentos {en los tipos A y B, vy siete en el tipo C). También hay
tres polimerasas (la PA, 4cida, la PB basica y la PB2).

A diferencia de la actividad sialidasica de los tipos A y B, en el
C es la actividad 0-acetilesterasica (EC. 3.1.1.53) la que existe, aso-
ciada a una proteina que excepcionalmente posee, ademas de su
actividad esterasica —no sialidasica—, las de fusién y hemaglutina-
cién; por eso se la conoce como glicoproteina HEF, por poseer ac-
tividades hemaglutinante, esterasica y de fusién.

«Son la nucleocapsida (formada por las nucleoproteinas NP y el
ARN, al que envuelven helicoidalmente) y la proteina M antigenos
internos que permiten distinguir los tres tipos de virus de la gripe:
A, By C» (del C trataremos mids adelante). «Pero son los antigenos
de superficie (hemaglutinina, HA, y neuraminidasa, NA, sialidasa) los
que definen los subtipos propios del tipo A» (7), vy no distinguibles
en el B nien el C.

En la nomenclatura vigente se expresa, para los virus humanos:
El tipo (A, B o C); el nombre de la localidad donde se encontrd la
nueva cepa o estirpe; el nimero de ésta; y las dos cifras tltimas del
afio. Actualmente se conocen un total de hasta 15 subtipos de HA
(s6lo 3 en la especie humana), que se indican abreviadamente con
una H; y 9 de neuraminidasa (2 en los humanos), indicados por una
N. (Por tanto, nada tienen que ver estas abreviaturas con los sim-
bolos del hidrégeno o del nitrégeno, respectivamente).

1.2. Ciclo biolégico y aspectos epidemioldgicos

Muy abreviadamente, las etapas del ciclo biolégico del virus de
la gripe (tipos A y B) podrian resumirse asi:

1. Fijacién selectiva del virus a la célula hospedadora.

2. Penetracién superficial en ella, actividad en que participa la
hemaglutina, seguida de procesos de fusién endosémica, ete.

3. Liberacion del ARN virico en el interior de la célula.



4. Sintesis de constituyentes del virién, utilizando los celulares.

5. Migracién de constituyentes del virion desde el interior has-
ta zonas mas periféricas de la célula.

6. Liberacién de viriones desde la superficie externa de la cé-
Iula, mediante la actividad de la sialidasa o neuraminidasa.

8. Lisis de la célula que fue infectada.

Estas etapas podrian ser englobadas en tres grandes fases:

a) Fijacién y penetracion del virus en la célula.

b) Formacién de sus constituyentes, a expensas de los de la cé-
lula, que quedaria gravemente dafiada.

¢} Liberacién de los viriones formados.

Se comprende que cualquier agente que interrumpa dicho ciclo en
cualquier etapa del mismo puede convertirse en un potencial farma-
co especialmente 1til. En la practica, los mejores resultados se han
conseguido por los que actiian en las fases b o ¢, segiin veremos.

Desde 1918 en que se intensificaron los estudios acerca de este
virus, demostrindose que era el verdadero agente causante de la
pandemia -y no lo era una bacteria—, los progresos principales se
realizaron a partir de 1931, cuando Shope aislé el virus de la gripe
del cerdo, siendo en 1933 cuando Smith, Andrews y Laidlaw aisla-
ron el de la gripe humana. Por tanto, los datos acerca de estos vi-
rus hasta 1931 son Unicamente indirectos, v generalmente dificiles
de conseguir y hasta de interpretar.

En lo concerniente al subtipo A (HIN1), se sabe que ha circu-
lado entre 1933 y 1957, En 1957 se produjo el cambio brusco («shift»
o «cassure», de las nomenclaturas anglosajona y francesa, respecti-
vamente) que determind la aparicién de una pandemia, la llamada
«gripe asidtica», afortunadamente menos peligrosa que la de 1918-
19, con el reemplazamiento de ambos antigenos de la superficie
virica (HA y NA), resultando asi el subtipo A (H2N2).

Este subtipo se ha mantenido hasta 1968, en que el cambio brusce
sélo afecté a la HA, originandose asf el subtipo A/H3N2, con la deno-
minada «gripe de Hong Kong». Actualmente continda evolucionando.

De forma sorprendente, en 1977, ha reaparecido (en los huma-
nos, pues seguia estando en los cerdos) el A(H1N1), responsable de
la llamada «gripe rusa», el cual se mantiene. '

Ademds de estos subtipos A que se presentan en la especie hu-
mana, otros (hasta un total de 15), se han hallado en especies ani-
males muy diferentes (véase mas adelante).
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El tipo B, de menor gravedad que el A en cuanto a patogenici-
dad, es conocidp desde 1940, v contintia circulando, tnicamente
entre los humanos. Carece de subtipos,

Ambos tipos experimentan cambios menores, que se detectan
anualmente. Son los conocidos como deriva o deslizamiento, «drift»
o «glissement», de las nomenclaturas espafiola, anglosajona o fran-
cesa, segin es sabido. De ahi procede la necesidad de actualizar la
composicién de las vacunas anualmente por lo general.

2. VIRUS DE LA GRIPE TIPO C
2.1. Caracteristicas

Aun cuando es en 1947 cuando se descubrié por Taylor la exis-
tencia de un nuevo tipo de virus de la gripe, que se denominé C,
la publicacién de estos resultados no aparecié hasta 1949 (7). El
conocimiento de sus caracter{sticas avanzé lentamente, siendo des-
conocida la naturaleza exacta del receptor celular del virus todavia
en 1985. En ese afio, Herrler et al. indicaron que la enzima hidroli-
tica peculiar de este tipo no era la sialidasa sino la sialato-O-aceti-
lesterasa (EC. 3.1.1.33), abreviadamente conocida como (J-acetiles-
terasa, o también como acetilesterasa.

La accién de ambas se muestra en el siguiente esquema:

Slalato-O-acatilesterasa

Sialidaea

Neuh Ghe, New 454, NeuSag

- CO-CHy oH 0K
. H
OH on oM OH
HO HO HO
a cood ’ o CO0H ) COOH
HH NH NH .
e N 4
CHyco - KO CH-CO 0-C0~-CH, CH-CO KO

th I i



Trabajos de nuestro laboratorio han demostrado que la especifi-
cidad de esta esterasa es menos estricta de lo que se pensaba (11).
(Precisamente esta publicacién es una de las dos referencias-tipo en
la lista de la Nomenclatura Oficial de Enzimas relativas a dicha
esterasa) (12). Tales peculiaridades y la obtencién de datos adicio-
nales (9, 10) nos llevaron a proponer ya en 1991 al Comité Inter-
nacional de Taxonomia de Virus la adscripcién de este tipo como
un probable «nuevo género» distinto del correspondiente al virus de
la gripe tipos A y B (13).

2.2, Actividad esterasica del virus de la gripe tipo C. Su reper-
cusion en la actividad sialiddsica de los virus tipo A o B

La actividad O-acetilesterasica propia del virus de la gripe tipo
C resulta ttil para la actividad sialidasica de los virus tipo A o B,
segiin se ha demostrado experimentalmente por primera vez median-
te un trabajo de nuestro laboratorio (14).

En efecto, habiendo incubado en las condiciones adecuadas
muestras del virus tipo C (Johannesburg/1/66), procedentes del Ins-
tituto Pasteur de Paris, como fuente de acetilesterasa, con sustratos
naturales (principalmente glicoproteinas) conteniendo en la misma
molécula los 4cidos N-acetil-9-O-acetilneuraminico (férmuia 1 del
esquema anterior) y dcido N-acetilneuraminico (férmula III), v so-
metiendo seguidamente el producto resultante de la accién estera-
sica a la accién de la sialidasa de los virus de la gripe tipo A [(Sin-
gapore/6/86) (HIN!) o Shangai/11/87 (H3N2)], se obtuvo un
rendimiento final, en cuanto a liberacién de 4cido N-antilneurami-
nico, de una cuantia entre doble y triple respecto al conseguido
cuando se realizé un experimento paralelo en el que la acetileste-
rasa no pudo actuar por haber sido inactivada previamente al so-
meter al calor dicho virus.

Se deduce, pues, que la actividad esterasica del virus de la gri-
pe tipo C puede ser favorecedora, por via indirecta pero eficaz, de
la actividad sialidasica del virus tipo A (y muy probablemente tam-
bién del B); y, por tanto, de la propagacién de éstos.

Con sustratos, conteniendo acido N-acetil-4-O-acetilneuraminico
(férmula II del esquema anterior) en lugar del N-acetil-9-O-acetilneu-
raminico —ademads de N-acetilneuraminico en la misma molécula—
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. no se aprecié diferencia significativa en condiciones paralelas a las
del experimento precedente. La explicacién légica es que la sialida-
sa s6lo actia liberando la molécula del dcido N-acetilneuraminico
de los sustratos que lo contienen, pero es inactiva sobre aquellos que
llevan 4cido N-acetil-4-O-acetilneuraminico; habiéndose comproba-
do que la posicién en 4 del resto acetilo es un impedimento para
la accién de esta enzima (15) y también para la acetilesterasa.

Precisamente un trabajo de nuestro laboratorio habia participa-
do anteriormente en el esclarecimiento de las peculiaridades de la
especificidad de dicha sialidasa o neuraminidasa (EC 3.2.1.18), sien-
do una de las seis citas consideradas como referencias-tipo para la
misma en la Nomenclatura Oficial de Enzimas (15, 16).

La discusién de estos aspectos no es faceta accesoria, puesto que
tales cuestiones resultan decisivas cuando se intenta obtener inhi-
bidores de la sialidasa que puedan ser itiles agentes antigripales,
segin se verd mds adelante.

2.3. Datos sero-epidemiolégicos sobre la infeccién por virus de
la gripe tipo C en humanos y en perros en Salamanca

Ya en 1952 se realizé6 en EE.UU. el probablemente primer estu-
dio epidemiolégico acerca del virus de la gripe tipo C en humanos,
cuando atn no se conocian algunas caracteristicas importantes de
este virus. Mas tarde, se han llevado a cabo otros trabajos anilo-
gos en Inglaterra, Alemania, Japén, Francia y Filipinas.

Verosimilmente, el primer trabajo similar hecho en Espafia es el
efectuado en 1993 por nuestro laboratorio en colaboracién con el
Instituto Pasteur de Paris (17), limitado a 191 muestras de perso-
nas aparentemente sanas, habitantes de Salamanca, de edades com-
prendidas entre 2 y 80 afios.

Sus sueros fueron ensayados en cuanto a la presencia o no en
ellos de anticuerpos frente al virus de la gripe tipo C mediante prue-
bas de hemaglutinacién-inhibicién y de hemaglutinacién.

Con el primer test, resultaron positivos un 60%, aproximadamen-
te, de los sueros, hallandose los valores mas elevados en el grupo
de las edades comprendidas entre 16 y 50 aifios, siendo levemente
inferiores en el de personas de edades mayores de 50 afios, y, por
ultimo, notablemente més bajos en los de menos de 16 afios.

De todo ello, se deduce que hubo intensa circulacién de dicho
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virus tipo C en Salamanca, al menos en esa época, eventualmente
con repercusiones probables en las actividades de los tipos A o B,
seglin se apuntd en pdrrafos anteriores.

Andlogamente, un estudio similar hicimos también en 1993 (18)
en 101 perros procedentes de las provincias de Salamanca y Bur-
gos, usando las mismas técnicas antes indicadas.

Se detectaron anticuerpos frente al virus de la gripe tipo C en
un 56% de las muestras,

Este tipo de virus, todavia considerade como exclusive de la
especie humana hasta hace pocas décadas, se sabe actualmente que
puede hallarse también en otros mamiferos como los cerdos, como
minimo, e incluso en aves (18).

3. VIRUS DEL SUBTIPO A(HIN1) EN PATOS SALVAIES, CER-
DOS Y HUMANOS

En cooperacién con el Instituto Pasteur de Paris, hemos inves-
tigado principalmente si, en patos salvajes, el paso a través del tracto
digestivo (con valores de pH muy dcido v a temperaturas superio-
res a las de los humanos) podia tener o no repercusion en la acti-
vidad de la sialidasa del virus de la gripe aislado de estas aves
migratorias {capturadas en la bahia del Somme, Norte de Francia,
por C. Hannoun), en comparacién con cepas del mismo subtipo
A(HIN1) procedentes de cerdos v de humanos (19).

Se hizo un estudio experimental comparativo determinando en
cuatro muestras de virus de procedencia humana, en tres de cerdos
enfermos (una de ellas prégima a la histérica que se aislé en 1930),
en tres del ave migratoria Tadorna tadorna, en dos de Anas platyr-
hincos (édnade real) y en una de Anas acuta.

Fueron determinados principalmente los siguientes parime-
tros:

a) Capacidad de infeccién de dichas cepas de virus a las tem-
peraturas de 35° 37° y 40°C.

b) Su capacidad de infeccién después de someterlas a trata-
miento en medios con valores de pH 4.0 v 7.0.

¢) La resistencia a la inactivacién después de su calentamiento
a 40°C durante 30, 60 y 90 minutos.

En general (y de forma resumida), se puede concluir que los
valores obtenidos en la determinacién de estos tres parametros fue-
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ron para las cepas procedentes de patos salvajes los mads elevados,
siendo notablemente mas bajos los correspondientes a las cepas de
humanos, y éstos sélo algo supericres a las de origen porcino.

«Estas diferencias de comportamiento pueden correlacionar-
se con la adaptaciéon de los virus a sus hospedadores. La
temperatura interna de las aves excede los 40°C y en ellas
el virus gripal tiene un tropismo entérico, lo que implica el
pasar por tramos del tracto digestivo en que el pH es muy
4cido. Estos resultados no contradicen, sin embargo, la hi-
pétesis de una posible filiacién entre los ortomixovirus de
aves v los de mamiferos» (19).

En lo concerniente al virus de la gripe tipo A —el mas peli-
groso, segiin es sabido— actualmente ya no hay dudas sobre la
posibilidad de contagio entre especies diferentes, incluso per-
tenecientes a grupos taxonémicos relativamente apartados. Pero ello
no quiere decir que la patogenicidad sea la misma en unas y
en otras especies; como tampoco son similares, a veces, las vias
por las que se produce la penetracién virica; asi, en los mamiferos
la entrada es principalmente por via respiratoria, mientras en las
aves tiene ésta lugar a través del aparato digestivo. En la cloaca
y en los excrementos de las aves, asi como en las aguas de los la-
gos por donde transitan las aves migratorias, se hallan abundante-
mente virus de la gripe. Por otro lado, el contagio entre aves sal-
vajes y domésticas también puede producirse ficilmente en algunas
Zonas.

Entre los mamiferos, el hurén es un animal especialmente sen-
sible a la gripe; en menor grado, lo es también el visén (lo que ha
causado pérdidas econdmicas cuantiosas, en ocasiones, a criaderos
de Rusia y Escandinavia); y, asimismo, pero en menor medida, el
caballo, el gato, el tigre, el leopardo; finalmente, la ballena, la foca...
y hasta el murciélago...; pero se cree que no lo es el conejo.

En cuanto a otras aves distintas del pato salvaje, es sabido que
las gaviotas, y en general las aves de zonas costeras, son igualmen-
te importantes reservorios de este virus; el cual ha sido hallado tam-
bién en palomas, faisanes vy codornices.

Pero, especial interés presentan en este sentido las aves de co-
rral v granja, tales como gallinas y pollos, segiin se resume a con-
tinuacién, cronelégicamente.
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4. VIRUS CAUSANTES DE LA GRIPE EN POLLOS

En 1983:

La epizootia que produjo el virus A(H5N2) en EE.UU, causé
la muerte del 80% de las gallinas. Se erradicé sacrificando
unos 17 millones de estas aves; lo que representd pérdidas por
valor de unos 61 millones de ddlares, de la época,

1997:

En la revista «Science» del 2 de mayo de aquel afio se describe
que la epizootia provocada por una cepa del subtipo A(H7N7)
de virus de la gripe, aparentemente no peligrosa para los huma-
nos, pero si para los pollos, obligé en Holanda y en zonas limi-
trofes de Bélgica al sacrificio de unos 20 millones de pollos.
Ademas, el 17 de abril de aquel afio, un veterinario que habia
visitado una granja de gallinas infectadas fallecié en un hospi-
tal. Su autopsia reveld la presencia de virus en sus pulmones.
El dato més significativo de dicho afio de 1997 fue la detec-
cién de 18 casos de personas afectadas por virus de la gripe
tipo A (HH5N1) en Hong Kong; de ellas murieron 6. La pren-
sa internacional ha difundido ampliamente esta noticia. Mds
tarde, se ha sefialado que los virus que posean segmentos de
genoma similares a los del virus H3N1 son especialmente pe-
ligrosos para los mamiferos.

1998:

Diversos estudios demuestran que los virus del polle pueden
pasar directamente a los luumanos, sin necesidad de transmiso-
res intermediarios. Esto se ha confirmado posteriormente (20).
A su vez, aunque esa transmisién directa enire humanos no
habia sido demostrada, se estima que tampoco podia ser exclui-
da.

Por otro lado, Alexander y colaboradores (21) encuentran gran
homologia entre los genes de la hemaglutinina de los virus es-
tudiados en pavos (H7N7 precisamente) y los hallados en una
persona afectada.

1999:

La norteamericana Dra. Cox y su equipo (22) deducen que la
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transmision de virus de aves, de «humano a hunano», es un ries-
go que puede ocurrir fdicen literalmentei“a través de contacto
fisico préximo con pacientes infectados con el virus H3N1. Por
el contrario, la exposicién s6lo mediante el trato social superfi-
cial con estos pacientes no se relacioné con infeccién por HSN1».
[En el afio 2003, Katz (23) ha confirmado esta idea, sefialan-
do que la transmisién entre humanos del virus H3N1 ocurria,
pero que era raral.

Es el investigador norteamericano Webster (24) quien confir-
ma que en traduccién literal «se requieren cambios en la hu-
maglutinina y en la neuraminidasa para la adaptacion de los
virus de la gripe procedentes de aves acudticas salvajes a po-
llos; por lo que cabe la posibilidad de que los pollos sean
hospedadores intermedios en la transmisién zoonéticas.
Asimismo, también en aquel afio 1999 dos casos de infeccio-
nes humanas causadas por otro subtipo de virus, el HON2, se
habian producido en Hong Kong, seglin los virélogos Subba-
rao y Shaw (25).

2000:

Se reitera, por Okazaki y colaboradores, que «genes precur-
sores de futuras pandemias por virus de la gripe se perpetian
en patos salvajes que anidan en Siberia» (26).

El ya citado Webster considera que los virus que posean seg-
mentos de genoma similares a los de los virus H5N1 de 1997
responsables de la epizootia en pollos en Hong Kongtson po-
tencialmente patogénicos para los mamiferos.

2001:

Peiris y colaboradores entre ellos Webster (27)fdan a cono-
cer la transmisién de virus HON2 de aves a cerdos, y la cocir-
culacion con virus contemporaneos «humanos» H3IN2.

En ese mismo afio de 2001, una publicacién de Takashashi y
otros 9 colaboradores (28), aparecida en el «J, Biochem. (Tok-
yo)», viene a confirmar integramente nuestros hallazgos (19) (da-
dos a conocer en 1989) sobre la termoestabilidad de la sialidasa
de virus de la gripe provenientes de patos salvajes, de cerdos y de
humanos.

2002:

Capua y Alexander (29) estiman que la «infeccién por virus
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de gripe aviaria ocurre mds frecuentemente que lo originaria-
mente aceptado; pero, debido a su limitado efecto, pasa des-
apercibida”, tdicen literalmente; y anaden : “El riesgo princi-
pal para los humanos es cuando la infeccion se produce
simulidneamente por un virus aviario y un virus humano”,

2003:

Perez, Webster er al. (30) deducen que la codorniz aporta unas
circunstancias que facilitan la adaptacién de virus de la gri-
pe procedentes de patos salvajes; lo que genera varianies nue-
vas que pueden saltar la barrera de especie.

Por otro lado, Shortridge v colaboradores (31) indican que,
aunque haya sido el Sur de China el epicentro de las pande-
mias de gripe, «la intensificacion de la industria de las aves
de corral en todo el mundo en granjas, etc., unida a la difu-
sién de virus tales como el del subtipo HIN2, sugiere que la
génesis de una pandemia puede tener lugar en cualquier parte
del mundo. (No olvidemos la frecuencia y amplitud de los
vuelos adreos entre territorios muy alejados que se da actual-
mente),

Por ello, la OMS recomienda la creacion de un Comité de
Seguimiento de la Gripe en cada pais.

2004:

Finalmente, en el momento actual, la gripe del pollo, ademas
de en China, confirma su peligrosa presencia —con riesgo de
expansién mayor atin— en: Japén, Laos, Taiwan, Camboya,
Corea del Sur, Vietnam, Pakistan y Tailandia.

AGENTES ANTIGRIPALES

5.1.

Vacunas

Desde 1936, el remedio mas seguro —aunque no al 100 %— para
prevenir la agresién gripal que cada afio, especialmente en los pe-
riodos frios, puede afectar a gran parte de la poblaciéon humana,
consiste en la vacunacidén previa.

La preparacion de estas vacunas se ha ido perfeccionando con-
siderablemente, tras varias «generaciones» de ellas, de modo que los
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riesgos de trastornos secundarios a su empleo son minimos y su
eficacia muy elevada. Es sabido que deben vacunarse preferentemen-
te las personas méas expuestas por su profesion al contagio, asi como
los mayores de 65 afios, nifios, etc.

Durante las dltimas temporadas, las vacunas, renovadas anual-
mente {como minimeo) en su composicién siguiendo las oportunas
indicaciones y sugerencias de los organismos de alerta internacio-
nales, contienen cepas previsible o realmente en circulacién perte-
necientes a dos subtipos A (uno de ellos el H3N2 vy el otro el HIN1),
y una al tipo B.

¢Quiere esto decir que se halla resuelto el problema de una
manera totalmente satisfactoria, aun en el caso de que se presenta-
ra una epidemia de gran amplitud y gravedad o una eventual —y
nunca descartable— pandemia?

No. Piénsese, por ejemplo, en la escasez de huevos —necesarios
para la preparacién habitual de las vacunas— que ocurriria si se
produjera una epizootia que afectara precisamente a las gallinas (a
las cuales habria que sacrificar...). O, considérese la dificultad en la
preparacién urgente de vacunas si hubiera una pandemia, siendo el
plazo requerido habitualmente de unos seis meses, el cual podria
reducirse hasta unos tres meses, forzando algunas garantias no in-
dispensables; pero dificilmente seria factible una reduccién mayor
de este periodo de fabricacién.

Una brevisima indicacién de algunos proyectos para mejorar las
caracteristicas v las limitaciones de dichas vacunas, ademas de al-
gunos datos acerca de los antecedentes de éstas, se resume en el
esquema adjunto (4, 5, 32).

VACUNAS ANTIGRIPALES

Antecedentes
Afio Pais Investigador Caracteristicas
1936 Rusia Smorodintscff Virus vivos atenuados
1940 EE.UU Salk Virus inactivados
1950 Francia [° Pasteur Virus inactivados
>1950 | Varios Laboratorios Fracciones y subunidades (HA v NA)
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Proyectos de perfeccionamiento

Crecimiento de virus en cultivos celulares, no en huevos em-
brionados

Biisqueda de adyuvantes (>inmunogenicidad)

Vacunas por via oral

Lograr cepas atenuadas, adecuadas

ADN desnudo

Por genética inversa mediante plasmidos

Cécteles con todos los subtipos de HA

Vacunas frente a la proteina M2.

5.2. Amantadina, rimantadina y ribavirina

En 1964, una amina primaria (cuya estructura quimica recuer-
da la de una jaula de pdjaro), la amantadina; y, en 1965, un deri-
vado de la misma, la rimantadina, fueron descritas como agentes
activos frente a la neumonia de las ratas. (También se han usado
para el tratamiento de otras enfermedades, en humanos).

B NH;C1™
NH-C1l
H—C — CHj
Amartadina Rimantadina

Estos compuestos actiian, a dosis bajas, sobre la proteina M2 del
virus (véase apartado 1.1}, que es un canal o conducto iénico, pro-
duciendo un cambio conformacional de dicha proteina virica, cam-
bio que bloquea el transporte de protones que es esencial en el ci-
clo biolégico del virus. A dosis elevadas retrasan las modificaciones
conformacionales de la hemaglutinina virica que tienen lugar a pH
4cido, por lo que se impide la fusién del virus con la membrana del



65

endosoma, dificultdndose o interrumpiéndose asf el ciclo biolégico
de aquél.

Trastornos (atinque ligeros) como cefaleas, insomnios, etc., sue-
len ser causados por la amantadina; pero no (o en menor grado) por
la rimantadina, salvo en algunos ancianos, quienes pueden preferir
por este motivo el empleo de la primera. Ambas s6lo actiian sobre
virus de la gripe tipo A. Ademds, se han formado cepas de dicho
virus resistentes a las dos.

Un estudic experimental efectuado en nuestro laboratorio (33} no
ha encontrado diferencias entre las actividades sialid4sicas de cepas
sensibles y resistentes a la rimantadina; pero otros autores si las han
hallado. Ahora bien, ambos resultados son perfectamente compati-
bles ya que esta enzima no tiene forzosamente que ser afectada por
los complejos fenémenos propios de la resistencia virica.

En cuanto a la ribavirina, nucleésido que es la carboxamida del
ribofuranosil-triazol (comercialmente registrada como «virazol»), se
sabe que bloquea la biosintesis del guanosin-5-monofosfato, inhi-
biendo la biosintesis del ARN (v del ADN), comportdndose como un
agente anti-transcripcién primaria.

Aun siendo activa frente a los virus de la gripe tipos A y B (a
diferencia de las dos aminas antes indicadas), no presenta ventajas
sobre ellas, ni, obviamente, sobre las vacunas; por lo que su uso, o
no esti autorizado (segun los paises) o esti desaconsejado, dados los
efectos secundarios desfavorables que ademas podria ocasionar.

5.3. Imhibidores de Ia sialidasa (o neuraminidasa) de los virus
de la gripe tipo A o B

En la década de 1970, numerosos trabajos de diversos Centros
% también de nuestro laboratorio (34)% mostraron que el propio
dcido N-acetilneuraminico y, sobre todo, andlogos estructurales del
mismo como el acido 2-desoxi-2,3-deshidro-N-acetilneuraminico
{abreviadamente conocido como NeuS5Ac2en), inhibian la actividad
sialiddsica de algunos virus (no solamente del causante de la gripe),
la de ciertas especies de bacterias y la de mamiferos. (Tal efecto
inhibidor puede comprenderse facilmente al observar que su estruc-
tura quimica es coincidente con la del compuesto de transicion a
que da origen la actividad sialidasica sobre el sustrato en que par-
ticipa el 4dcido N-acetilneuraminico).
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Excepto algiin derivado fluorado de éste dltimo acido —que no
podria usarse dada su toxicidad—, los restantes andlogos estructu-
rales del mismo mostraron un poder inhibidor débil; lo que les pri-
vaba de ser agentes antigripales.

Pero, desde que en 1983 se determind con total precision la es-
tructura tridimensional de la sialidasa del virus de la gripe tipo A
y se conocié la naturaleza de los aminodcidos de su sitio activo, se
han podido predecir (mediante uso de ordenadores, etc.) las estruc-
turas que podrian ser mas adecuadas como potenciales inhibidores
de esta actividad y, por ello, agentes antigripales que bloquearfan el
ciclo biolégico del virus.

En este sentido, han destacado el derivade guanidico llamado
zanamivir (comercialmente registrado como «relenza») y el denomi-
nado oseltamivir (comercialmente, «tamifli»). Este presenta el gru-
po -COOH del anterior transformado en ester, -COO-CH,-CH,, ade-
mas de otras modificaciones estructurales (35). Otro compuesto, méas
reciente que los anteriores y de caracteristicas intermedias en cuanto
a hidrofobicidad, atin en estudio (33), es el conocido como BCX
1812, o también como RWI-270201.

Neu5SAclen Zanamivir
COzH CQO:H
o7 TN o>
H HO
HO N — OH 4<\
NHCOCH; NHCOCH;,
OH
OH OH
Oseltemivir (rwi270200})=RBCX 1812
C0O2C2Hs COzH
OH. ™o
7~

NH
o "NHz  CHyCOHN N 4</
NHCOCH, H
NH,
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Siendo zanamivir y oseltamivir agentes inhibidores que actiian por
un mecanismo similar (pero no forzosamente en el mismo punto del
sitio activo de la sialidasa), ambos son activos frente a virus de la
gripe tipo A y también sobre el B (a diferencia de las aminas antes
indicadas), si bien el primero sélo puede administrarse en forma de
aerosol (lo que complica su manejo en asmaticos, algunos ancianos
y nifios), mientras el segundo puede usarse en forma de comprimidos,
por poder atravesar sin alteracién la barrera digestiva.

A su vez, ambos deben ser administrados para ser eficaces en las
48 horas primeras de la infeccién gripal, al igual que sucede con la
amantidina y la rimantadina. La necesidad de un diagnéstico tem-
prano de la gripe, diferencidndola de catarros, etc., para el mejor
rendimiento de todos ellos, constituye una limitacién evidente.

No obstante, estos inhibidores de la sialidasa, lo mismo que las
aminas mencionadas, son compatibles con la acreditada vacuna tra-
dicional, a la que no tienen que reemplazar (salvo en excepcionales
circunstancias por pandemias, etc.). Mas bien, pueden ser agentes
complementarios en la lucha y prevencion de la gripe, pues también
tienen accién profilactica. Por otro lado, su relativamente elevado
coste, asf como el hecho de que reducen el tiempo de la duracién
de la enfermedad en sélo 1, o 2 dias (segin algunos autores), ha-
cen que su utilidad sea cuestionada por ciertos organismos oficia-
les en las recientes campafias contra la gripe.

Dado su empleo desde hace poco tiempo, se carece de datos
acerca de cepas de virus que puedan ser resistentes a los mismos.

Opiniones muy favorables acerca de la utilizacién de zanamivir
y oseltamivir han aparecido en la revista «The Lancet» en el aiio
2000; asi, el articulo de Gubareva et al. (35), donde se dice que
ambos farmacos «representan un avance importante en el tratamien-
to de la gripe». También en la misma revista y el mismo afio, otra
publicacién, limitada al oseltamivir administrado a 726 adultos,
pondera las ventajas de su uso (36). (En ambos trabajos se agrade-
ce la ayuda recibida por parte precisamente de las industrias que
comercializan estos productos).

Otros investigadores, en el afio 2001, son coincidentes con esas
opiniones favorables. Asi, Elliot (37) estima que «el desarrollo de
estos inhibidores de la neuraminidasa ha revelucionado las opcio-
nes del tratamiento de la gripe». También, en ese afo, otros auto-
res (38-40) sostienen que el zanamivir sirve tanto para el tratamiento
como para la profilaxis de la gripe. Por su parte, Leneva ef al. (41)
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sefialan un importante aspecto novedoso: que el zanamivir es «efi-
caz en el tratamiento de la gripe por virus de aves que pueden ser
transmitidos a los humanos»; concretamente, los virus A (HS5N1),
A(H6N1) y A(FH9N2).

Ya en el afio 2002, se considera {42) que tanto el zanamivir como
el oseltamivir son igualmente eficaces y aconsejables para su uso en
los ancianos, a condicién de iniciar su empleo en las 48 horas del
comienzo de la infeccién.

Sin embargo, opiniones no tan satisfactorias también se han ma-
nifestado: Cole et al. (43), en 2002, estiman, en contra de otros ensa-
yos clinicos publicados, que los «patrones de las complicaciones por
gripe fueron similares en los pacientes tratados con zanamivir respec-
to a los no tratados». Y con mas contundencia atin, se ha publicado
en 2003 que «en el marco curativo, la escasa cuantia de la relacién
riesgo-beneficio de oseltamivir, zanamivir y amantadina constituye un
argumento contra el uso de estos medicamentos» (44).

Basten estos ejemplos para situar imparcialmente el estado de
esta cuestidon en el momento presente. Pero, ¢y en el futuro?

5.4. ¢Estamos preparados en Occidente para afrontar una even-
tual pandemia de gripe, de cualquier origen o proceden-
cia, con los medios actualmente disponibles?

El «Groupe d’Etude et d'Information sur la Grippe» (GEIG),
francés, ha venido realizando a lo largo de las décadas de 1980 y
1990 interesantisimas reuniones anuales en diferentes ciudades eu-
ropeas, en las que han participado los especialistas mundiales pro-
bablemente mds destacados, asi como los expertos de los organis-
mos internacionales implicados (OMS, etc.), en relacién con la gripe,
analizando los medicamentos destinados a combatirla en cualquier
parte del mundo, etc.

La «rencontre» n.” VII, celebraba en Berlin en septiembre de
1993 —en la que tuvo este autor ocasién de participar, invitado
como lo habfa hecho en otras— fue dedicada preferentemente a}
tema: «L'Europe face au risque d’'une pandémie grippale». En ella
se abordaron los problemas siguientes, entre otros:

En caso de pandemia gripal:

a) Aprovisionamiento de vacunas por cada pafs.

b) Normas para su fabricacién (¢se simplificarian?).
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c) Categorias de preferencias en cuanto a vacunacién de la po-
blacién.

d) Politica de utilizacién de los agentes antigripales.

e) Medidas de proteccion civil.

La acertada previsién de este estudio —ampliamente debatido en
dicha reunién— se ha visto confirmada en situaciones sobrevenidas
después, entre las que ha adquirido especial renombre la epizootia
de pollos en Hong Kong, del afio 1997, extendida después a otros
lugares.

El temor a futuras epidemias /pandemias, que pudieran resultar
tan mortiferas como la de 1918-19, persiste de modo justificado;
pues no hay criterios para eliminar la posibilidad de su eventual
aparicién.

Recientemente, merced a los motivos antes apuntados v por
haberse hallado nuevos datos relativos al virus de la famosa pande-
mia de 1918-19 —impropiamente llamada «gripe espafiolar»—, se ha
reavivado el interés por este aspecto del problema. Asi, Laver y
Garman (45) en la prestigiosa revista «Science», de septiembre de
2001, publican un articulo titulado: «The Origin and Control of Pan-
demic Influenza»; del que puede ser importante entresacar pdarrafos
como Jos que a continuacién trascribimos (literalmente traducidos):

«Imaginad lo siguiente: En algin lugar de China, un virus de
la gripe, subtipo HIN2, adquiere de repente capacidad de
infectar a los humanos. El virus es altamente infeccioso y
altamente transmisible, aunque la enfermedad que causa es
mas bien benigna, Quiza a causa de esto, se determina la
identidad de la nueva cepa sélo después de que ha infectado
a gran cantidad de personas en China. Algunas de éstas llevan
el nuevo virus a Hong Kong, otras a Taiwan, y todavia otras
a otros paises. Hay una pandemia explosiva con gran trastor-
no social y econdmico [...]. Se originan rapidamente cepas en
namero creciente del nuevo virus, y se inicia la producciéon de
vacunas, pero ésta progresa lentamente. Los inhibidores de la
neuraminidasa “relenza” y “tamifli” son buscados avidamen-
te, pero resulta escaso su suministro. ¢Quién debe disponer de
estos nuevos medicamentos? Obviamente, los sanitarios y los
responsables de servicios esenciales; pero, ¢quién los identi-
ficara? Se necesitan tests de diagnéstico verdaderamente ra-
pidos, sensibles, sencillos v baratos en relacién con los inhi-
bidores de la neuraminidasa, para ser usados eficazmente por
la comunidad. Ademas [...] es deseable que estos tests estén
disponibles para su uso en las farmacias de la localidad o
incluso en las casas. Un test de estas caracteristicas en fase de
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desarrollo por ZymeTx Inc. (Oklahoma, EE.UU.), emplea un
sustrato que es especifico de la neuraminidasa de la gripe, y
no es escindido por la de otros virus o bacterias que proba-
blemente estén presentes en las muestras de secreciones res-
piratorias. Este test, que utiliza un grupo indicador luminis-
cente y una pelicula polaroid, es altamente seguro y apropia-
do para su empleo en las farmacias locales [...]. Otro test
diagndstico en desarrollo [...] usa tecnologia de inmunoensayo
Gpticonr.

(Por otro lado, estos autores aconsejan ademas a los organismos
gubernamentales de todos los paises almacenar los nuevos medica-
mentos antigripales inhibidores de la neuraminidasa en grandes
cantidades, con posibilidad de renovar esos depésitos cada cinco
afios; para mantenerlos en estado adecuado de conservacién).

En relacion con el fest fuminiscente (en fase de elaboracién en
el afio 2001), creemos poder decir —con la exigible objetividad re-
querida— que aplica una técnica de medida de la actividad sialida-
sica que fue objeto de un trabajo experimental realizado en nues-
tro laboratorio, aplicado precisamente a virus de la gripe. Fue
publicado en la revista «Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem.» 365, 415-
418 (1984), con el titulo de: «Sialidase Assay by Luminescence in the
low Picomole-Range of Sialic Acid». En él decimos: «This microas-
say, which is specific, rapid, simple and ulira-sensitive, is a measure
for amounts as litile as (at least) 5 pmol of N-acetylneuraminic acid
[...] directly on intact virus (46)».

A este método, de maxima sensibilidad y gran sencillez —que
ahorra ademas el tener que extraer y purificar la enzima del virus
(y asi evita los riesgos de pérdida de la actividad de ésta)—, llega-
mos después de poner a punto otro método, paralelo, pero que hace
la determinacién del NADH (que es el producto final en ambos) por
un procedimiento fluorimétrico (no luminiscente) (47). Su sensibi-
lidad, inferior a la del luminiscente, es no obstante muy elevada (2
nmol de acido sidlico); y también utiliza directamente las muestras
de virus, asi como reactivos comercializados (no radioisotépicos).

Ademas, otros métodos o procedimientos —descritos ya por otros
autores con anterioridad—, de considerablemente menor sensibilidad
que estos dos puestos a punto por nosotros, suelen ser los de tipo
espectrofotométrico (empleando sustratos que originan croméforos
muy variados), y también fueron empleados oportunamente en nues-
tro laboratorio (48, 49) en el estudio de la sialidasa de cepas pro-
cedentes de virus de la gripe tipos A v B.
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Un afio después de la publicacién por Laver y Garman del tra-
bajo antes comentado (45), un articulo aparecido en los «Proc. Natl.
Acad. Sci.» (50) -del que son autores Tumpey, Garcia-Sastre, —dis-
cipulo y colaborador de V. Villar y de J. A Cabezas, en Salaman-
ca— (ademéas de Mikulosova, Taubenberger, Swayre, Palese y Bar-
ler), resulta doblemente interesante: por haber logrado obtener virus
recombinantes que contienen los segmentos de la hemaglutinina, de
la neuraminidasa y de la proteina M del virus de la gripe de 1918,
cuyos genes habian previamente reconstruido estos investigadores;
y por la demostracién de que los inhibidores de la neuraminidasa
zanamivir y oseltamivir, asi como los bloqueadores amantadina
y rimantadina del canal iénico que es la proteina virica M2, son
eficaces tanto en cultivo de tejidos como in vive (usando ratones).
El titulo de dicho interesantisimo trabajo no puede ser més optimis-
ta: «Existing antivirals are effective against influenza viruses with
genes from the 1918 pandemic virus». (Anadase a los méritos ante-
riores el hecho de no emplear los autores el desafortunado e inexac-
to apelativo de «Spanish» al referirse a la que fue tan mortifera pan-
demia).

Menos optimistas se muestran, un afio después, Webby y Webs-
ter (51), al concluir el resumen de su valioso trabajo con la frase
que dice «our lack of prepardness for an influenza pandemic». En este
articulo, publicado en «Science», de noviembre de 2003, se propo-
ne que en caso de pandemia se identifiquen los subtipos H2, HS,
Hé v H9Y, por poder ser los que mas probablemente se transmitie-
ran a los humanos desde otras especies; y, una vez mas, se insiste
en la importancia de las aves (principalmente los patos salvajes, pero
también las domsésticas de corral y granja) como reservorios de vi-
rus durante los diez afios tltimos. Por ello, la puesta a punto de va-
cunas como las obtenidas por el sistema de «genética inversa» (con
genes de la hemaglutinina y la neuraminadasa), ademas de otras
medidas como disponer de farmacos antigripales, resulta muy acon-
sejable, en su opinién. E insisten en que, aceptando que actualmente
estamos en «mucha mejor posicién para responder rapidamente a
una amenaza de gripe que en 1997, mucho queda ain por hacer;
pues, en conjunto, nuestro estado de preparacién estd lejos de ser
Gptimos (51).

Finalmente, en relacién con el riesgo de eventuales epidemias/
pandemias de gripe, parece deducirse que, con los remedios actua-
les cabe la posibilidad de sentirse razonablemente optimistas. No
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obstante, «no debe bajarse la guardia», sino que hay que proseguir
la investigacidén, con imaginacién creadora, en busca de nuevos re-
medios atin mejores, y manteniendo un permanente afan de perfec-
cionamiento en todo lo referente al estudio de esta plaga. Sélo asf
se podri seguir avanzando de forma ttil y adecuada. Si los virus
(y el de la gripe ha acreditado poseer una «sutileza» extraordina-
ria para su permanencia) son capaces de adaptarse desde hace si-
glos a las circunstancias mdas desfavorables para ellos mediante re-
organizacién de sus constituyentes, etc., la mente de los
investigadores habra de encontrar los remedios cientificos que lo-
gren vencer esas situaciones, evitando las terribles pérdidas sufri-
das en épocas pasadas, no tan lejanas, y de cuyo riesgo no esta-
mos exentos actualmente.
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