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RESUMEN

INTRODUCCION: las infecciones respiratorias agudas son consideradas la causa mas importante de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo. Estas infecciones adquieren mayor significacion asociadas a eventos epidémicos y pandémicos ocasionados por los virus
influenza. La necesidad de una vigilancia mundial para los virus influenza fue reconocida en 1947 y condujo a la creacion de la Red
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Global de Vigilancia de los virus influenza por la Organizacion Mundial de la Salud. El Centro Nacional de Influenza de Cuba
pertenece a esta red desde 1975. En el mes de abril de 2009 fue reconocido un nuevo virus influenza A (HIN1) de origen
porcino que circulaban en humanos, identificado como el agente causal de la primera pandemia del siglo xx1 por la Organizacion
Mundial de la Salud. OBieTIVO: llevar a cabo la vigilancia nacional del nuevo virus pandémico. MeTopos: el Centro Nacional de
Influenza de Cuba desarroll6 y organiz6 un diagrama de diagnostico para la confirmacion en casos sospechosos de infeccion
por este virus. Se emplearon diferentes ensayos de trancripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa para el tipado
y subtipado de los virus influenza A. ResuLTaDOs: entre abril y diciembre de 2009, un total de 6 900 muestras clinicas
respiratorias fueron procesadas mediante el diagrama diagndstico nacional y 980 casos fueron confirmados y notificados a
las autoridades nacionales de salud y la Organizacion Panamericana de la Salud. Los rinovirus humanos resultaron otro de los
agentes etiologicos de infecciones respiratorias agudas detectados con frecuencia. CoNcLUSION: mediante la estrategia nacional
de vigilancia de laboratorio fue posible llevar a cabo un monitoreo efectivo de la circulacion de los virus influenza y otros
virus respiratorios para alertar a las autoridades nacionales de salud, con vistas a enfrentar la influenza pandémica 2009.

Palabras clave: influenza pandémica, diagndstico molecular, vigilancia de laboratorio.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) de
etiologia viral constituyen un problema de salud
mundial por producir un indice elevado de
morbilidad y mortalidad, que alcanzan valores ex-
tremos durante situaciones epidémicas y adquie-
ren el caracter de catastrofe social, econdomica y
humana durante episodios pandémicos atribuibles
a los virus influenza. Para la vigilancia de estos
virus, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en los ultimos afios ha orientado a todas las nacio-
nes a trabajar de modo coordinado en la prepara-
cion para enfrentar una impredecible pandemia por
el virus aviar influenza A (H5SN1) que ha ocasio-
nado segun reporte de la OMS hasta el 18 de oc-
tubre de 2010, 507 casos humanos confirmados y
302 fallecidos. Existe el compromiso por parte de
la comunidad cientifica internacional de perfeccionar
oportunamente los sistemas nacionales de vigi-
lancia que permitan obtener entre sus resultados
mas importantes el relacionado con la deteccion
de un nuevo virus influenza antes del comienzo de
una pandemia, lo cual garantiza disponer de tiempo
para organizar una respuesta efectiva de los servi-
cios de salud.'”?

La Red Global de vigilancia de la influenza
creada en 1952 bajo el liderazgo de la OMS esta
constituida por los reconocidos Centros Nacionales
de Influenza (CNI), a los que se atribuye entre
otras tareas la responsabilidad de desarrollar y
realizar actualizaciones periddicas de ensayos
diagnosticos sensibles y especificos, que garanticen
el monitoreo seguro de la circulacion de estos vi-
rus; el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)
para los virus influenza, localizado en el Instituto

de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) en
Cuba, es reconocido como CNI desde 1975. El
IPK ha trabajado de modo activo en el cumpli-
miento de los términos de referencia establecidos
por las OMS para los CNI; desde 2005, de conjunto
con el Programa Nacional de Prevencion de Con-
trol de las IRA del Ministerio de Salud Publica,
participa en las actividades de implementacion del
Plan Nacional para el enfrentamiento de la influenza
A (H5N1), particularmente en lo que concierne al
fortalecimiento del diagnostico de los virus respi-
ratorios (virus convencionales y pandémicos).*
E125 de abril de 2009 un evento epidemioldgico
inusitado conduce a la directora general de la OMS
a declarar emergencia de salud publica de
preocupacion internacional al notificarse en
México y EE. UU. casos humanos confirmados
de infeccion por un nuevo virus influenza de ori-
gen porcino, que se denomind inicialmente in-
fluenza A (HIN1) porcina y hoy dia es conocido
como influenza A (HIN1) pandémica. Este virus
fue identificado como un complejo mosaico de com-
binacion de segmentos de genes de origen aviar,
humano y porcino, nunca visto hasta la actualidad.
Entre el 27 y el 29 de abril, la OMS elevo de fase
3 a fase 4 y, posteriormente, de fase 4 a fase 5, el
nivel de alerta pandémica, y el 11 de junio se pro-
duce la declaracion final de fase 6 pandémica.
En Cuba, el gobierno y las autoridades nacio-
nales de salud publica, como parte de sus esfuer-
zos en materia de salud, ponen en ejecucion un
Plan de enfrentamiento para la influenza pan-
démica 2009 y como parte de este plan el 26 de
abril el LNR del IPK comienza la elaboracion e
implementacion de una estrategia de vigilancia de
laboratorio teniendo en cuenta las orientaciones



del organismo internacional, la situacion epide-
mioldgica nacional e internacional y los recur-
sos disponibles. El objetivo del presente trabajo es
dar a conocer la contribucion de una estrategia
de diagnostico molecular del LNR en Cuba y los
principales resultados que garantizaron la confir-
macién oportuna de casos sospechosos de infec-
cioén por el nuevo virus. Esto permitio a las
autoridades de salud implementar acciones de pre-
vencion y control para mitigar el impacto de un
desastre sanitario como se le atribuye a una
pandemia por influenza.

METODOS

El 26 de abril el Laboratorio Nacional de Re-
ferencia de virus influenza, confecciond un do-
cumento guia titulado “Indicaciones de colecta de
muestras clinicas para diagnostico virologico de
influenza porcina A (HIN1)”, teniendo en cuenta
los conocimientos previos sobre los virus influenza
estacionales y la poca informacién disponible en
esa fecha sobre el nuevo agente viral descubierto.
Este material se distribuy6 de forma inmediata a la
Red Nacional de Laboratorios de Microbiologia.
Estas indicaciones se acompafaron de la introduc-
cioén de un nuevo “Modelo de colecta de muestra
para diagnostico microbioldgico” y el inicio de una
primera etapa de implementacion del sistema na-
cional de transporte de muestras para diagnostico
microbiologico en el sistema nacional de salud, que
garantizo el envio en condiciones seguras de las
muestras para diagndstico al LNR.

Muestras: entre el 28 de abril y el 30 de di-
ciembre de 2009, como parte de la vigilancia de
la influenza pandémica 2009 en Cuba, el LNR
proceso un total de 6 900 muestras clinicas (exu-
dado nasofaringeo, aspirado bronquial, muestras
de necropsia de pulmon) procedentes de pacien-
tes que cumplieron los criterios de definicion de
caso sospechoso de infeccion por el virus influenza
A (HINI1) pandémico incluido dentro del Plan
Nacional de enfrentamiento a este virus, disponi-
ble en la red de servicios de salud de todo el pais.

Todas las muestras fueron tomadas por profe-
sionales capacitados de los Centros Provinciales
de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia y co-
lectadas en 3 mL de medio de transporte para virus

(Copan Innovation). Las muestras fueron
dispensadas y procesadas de manera inmediata.
Una alicuota de cada muestra fue conservada en
congelacion a - 80 °C para otros procedimientos
diagnosticos.

Extraccion de acidos nucleicos: el ARN se
extrajo a partir de las muestras clinicas con el
empleo del estuche QIAamp Viral RNA (QIAGEN
Ref 52906) de forma manual y automatizada,
utilizando el QIAcube (QIAGEN).

Amplificacion de acidos nucleicos: se di-
sefid un primer esquema de diagndstico con el
empleo de protocolos de ensayos de transcripcion
reversa-reaccion en cadena de la polimerasa
(TR-RCP) multiple, previamente publicados e
introducidos en el laboratorio durante los ultimos
afos, que permiten el diagnoéstico diferencial de 16
agentes diferentes causales de IRA.*° También
fue incluido un protocolo diagnostico recomen-
dado por la OMS para la amplificacion de un
segmento del gen de la matriz (M) de los virus
influenza A.'%!" Al mismo tiempo se comenzo a
realizar el diseflo, estandarizacion e introduccion
de un protocolo nacional especifico de TR-RCP
para el nuevo virus pandémico.

Evaluacion de la sensibilidad y especifici-
dad de los ensayos: se evalu6 la capacidad de las
herramientas diagnosticas disponibles en el labo-
ratorio para la deteccion del nuevo virus, mediante
el analisis de la sensibilidad y especificidad de los
cebadores especificos para el tipado [(gen nucleo-
protina (NP), gen M] y subtipado [gen de la hema-
glutinina (HA)] de los virus influenza A disponibles.
Se realizaron multiples alineamientos de la secuen-
cia de los cebadores con la secuencia ya publica-
da por la OMS del virus prototipo influenza A/
California/04/2009 HIN1 pdm, en la base de da-
tos Epiflu Database mediante el programa
CLUSTAL X (version 1.83). Este analisis condujo
a la confeccion de la propuesta de un primer es-
quema de diagnostico molecular, para la identifi-
cacion del nuevo virus que posibilitaba amplificar
un segmento del gen NP, del gen M y del gen HA
y que ademas incluia el diagnoéstico diferencial con
virus influenza A estacionales y otros virus respi-
ratorios (influenza C, virus sincitial respiratorio
humano A y B, adenovirus, virus parainfluenza
humano 1, 2, 3, 4a y 4b, enterovirus, rinovirus,
metapneumovirus humano, bocavirus humano y
coronavirus humanos OC43 y 229E).*1°
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Confirmacion de los resultados: para la
confirmacion final de los casos sospechosos fue
realizada la secuenciacion nucleotidica a partir de
los productos amplificados de un segmento del gen
M, NP y HA. Los productos amplificados fueron
purificados con el estuche comercial de QIAquick
PCR Purification Kit (QIAGEN), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La reaccion de se-
cuencia se realizo con el estuche comercial Dye
Terminador Cycle Sequencing Quick Start Kit
(Beckman Coulter), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Actualizacién del esquema de trabajo: se
llevé a cabo la actualizacion permanente del es-
quema de diagndstico de laboratorio que determind
el empleo de un total de 4 esquemas de trabajo. El
ultimo de ellos emple6 un protocolo de RCP en
tiempo real especifico para el nuevo virus reco-
mendado por el Centro de Control de Enfermeda-
des de Atlanta y distribuido a través de la OMS a
todos los CNI."

RESULTADOS

La sorprendente emergencia del nuevo virus
influenza A HIN1 pdm en abril de 2009 puso en ten-
sion a la comunidad cientifica internacional y los
sistemas nacionales de salud alrededor del mundo.
Ante este acontecimiento, varios especialistas del
LNR del Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri" se dieron a la tarea de elaborar un algoritmo
de trabajo rapido y seguro para la vigilancia de
laboratorio, que fue actualizado sistematicamente
teniendo como base la situacion epidemiologica
nacional, los recursos disponibles y las orientaciones
de la OMS. El primer esquema de diagnostico se
inicio6 el 26 de abril y fue posible tras obtener resul-
tados positivos en la evaluacion de la especificidad
para el nuevo virus de los juegos de cebadores
disponibles para la amplificacion de segmentos de
los genes NP, M y HA que formaban parte de los
protocolos empleados en la vigilancia de laboratorio
de los virus influenza en Cuba.>*'° En la figura 1
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TR-RCP: transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa; PIV: parainfluenza virus; HCoV: coronavirus humanos; RV: rinovirus;
EV: enterovirus; VSR: virus sincitial respiratorio; MPV: metapneumovirus humano; BOVH: bocavirus humano.

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia de Influenza, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 2009.

Fig. 1. Primer esquema de diagndstico para el procesamiento de casos sospechosos de influenza A (HIN1) pandémica en Cuba. 26 de abril

al 16 de junio de 2009.



se puede observar como quedd constituido el
primer esquema de trabajo, se destaca que la con-
firmacion fue realizada mediante secuenciacion
nucleotidica (datos no mostrados).

E128 de abril se inicia la recepcion por el LNR
de las primeras muestras clinicas de casos sospe-
chosos de infeccion por el virus influenza A HIN1
pdm, que permitirian evaluar la sensibilidad y
especificidad del primer esquema de diagnostico
implementado. El 4 de mayo es recibida la mues-
tra del primer caso sospechoso que resultd confir-
mado el 7 de mayo y determiné la alerta a las
autoridades nacionales de salud para la puesta en
marcha de las acciones de prevencion y control
incluidas en el plan nacional de enfrentamiento.

Laaplicacion del diagnostico molecular dife-
rencial con otros virus respiratorios permitié de-
tectar 16 agentes que circulaban en Cuba y
causaban casos esporadicos, brotes de IRA y
pacientes con IRA grave. Como puede apreciar-
se en la figura 2 en las primeras fases de alerta
pandémica es evidente un predominio de la po-
sitividad para rinovirus y virus influenza es-
tacionales, y el cuarto lugar lo ocupa el nuevo virus
pandémico.

La continuidad del monitoreo de la circulacion
de los virus influenza y otros virus respiratorios
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demostrd en una fase posterior (fase pandémica)
un desplazamiento de la circulacion del rinovirus
por el virus pandémico, al detectarse una mayor
positividad (Fig. 3).

Como resultado del esfuerzo y apoyo de las
autoridades nacionales de salud y el gobierno cu-
bano a la actividad de vigilancia de laboratorio, asi
como la contribucion de los organismos interna-
cionales de salud (OPS/OMS) durante esta emer-
gencia, el LNR recibi6 recursos importantes de
ultima tecnologia, consistentes en equipos automa-
tizados (extractor automatico de acidos nucleicos
y equipo de RCP en tiempo real) que formaron
parte de un cuarto esquema de trabajo. La im-
plementacion de un ensayo de RCP en tiempo
real empleando el protocolo recomendado por
la OMS increment6 la sensibilidad del diag-
nostico y se acortd a un periodo de tiempo no
mayor de 24 h.'!?

En la figura 4 se muestra el comportamiento
de los porcentajes de positividad a virus influen-
za estacionales y el nuevo virus pandémico en
el periodo comprendido entre las semanas epi-
demiologicas 17 ala 52. Es de notar que el ma-
yor numero de casos confirmados en Cuba
ocurri6 entre las semanas 38 ala41, periodo en el
que fueron diagnosticados 298 casos, lo cual

49 49
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Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia de Influenza, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 2009.

Fig. 3. Porcentaje de positividad segun agente etiologico viral durante las semanas epidemiologicas de la 31 a la 34, 2009.
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Fig. 4. Porcentaje de positividad a los virus influenza. Semanas epidemiologicas de la 17 a la 52, 20009.

representa aproximadamente 30 % del total de casos esporadicos, brotes, pacientes con IRA gra-
casos confirmados durante 2009. vey fallecidos sospechosos de infeccion por el vi-
Hastael 31 de diciembre de 2009, el LNR pro- rus influenza A HIN1 pdm, de las cuales 980

cesO un total de 6 900 muestras procedentes de resultaron confirmados.



DISCUSION

Los avances en la biologia molecular han re-
volucionado a las ciencias biologicas, y se aplican
en la actualidad a los estudios de los virus influen-
za; han sido incorporados en las actividades de
vigilancia llevadas a cabo por los CNI en todo el
mundo y el nuestro es uno de ellos.* La técnica de
TR-RCP constituye de todos los procedimientos
de biologia molecular, la variante mas utilizada para
la identificacion de los virus de influenza.'

La OMS eclabor6 de manera oportuna y ac-
tualizé periddicamente recomendaciones sobre las
técnicas diagnosticas que debian ser consideradas
para la vigilancia de laboratorio del virus influen-
za A (HIN1) pandémico y la interpretacion de los
resultados.'" Sin embargo, es responsabilidad in-
dividual de los laboratorios de referencia asumir
los protocolos recomendados por este organismo,
adquirir por transferencia tecnoldgica protocolos
diagnosticos de otros centros de referencia o la
estandarizacion de algunos caseros, en la evalua-
cion rigurosa de los criterios de sensibilidad y es-
pecificidad de estos. El esquema de diagnostico
seguido por nuestro laboratorio cumplié con estas
recomendaciones, si se tiene en cuenta que fueron
considerados para la confirmacion de los casos la
amplificacion de segmentos correspondientes a di-
ferentes genes (M, NP y HA) y al mismo tiempo
uno o dos de los productos amplificados fueron
secuenciados.

Los resultados del monitoreo sistematico de la
frecuencia de circulacion de los virus influenza y
otros virus respiratorios en Cuba durante las dife-
rentes fases de la pandemia 2009, constituyen un
aporte importante a la vigilancia global de estos
virus.

Como parte de la vigilancia de laboratorio de
otros virus respiratorios, es de sefialar que los
rinovirus ocuparon el primer lugar dentro del resto
de los agentes que fueron investigados como
causales de IRA en casos sospechosos de infec-
cion por el virus pandémico. Existen numerosos
reportes sobre el papel cada vez mas sobresaliente
de los rinovirus en el origen de las IRA. En la ac-
tualidad son reconocidos como los agentes causales
de 50 % de todos los resfriados a lo largo del afio y
pueden causar infecciones respiratorias bajas con
diferentes grados de severidad.'*!s
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El mayor numero de casos confirmados de
infeccion por el virus influenza A (HIN1) pandé-
mico en Cuba ocurrid en los meses de septiembre
a octubre, que coincidi6 con el inicio del curso es-
colar 2009-2010 y el cese de las vacaciones de
verano para una gran proporcion de la poblacion
cubana. A este periodo hoy el LNR lo conoce como
primera ola pandémica segun datos de laboratorio.
La primera ola pandémica en Cuba segun el
numero de atenciones médicas y tasa de hospitali-
zacion tuvo sus inicios dos semanas anteriores y
se extendio mas en el tiempo (datos no mostra-
dos). Las infecciones por influenza tienen un mar-
cado caracter estacional. En los climas templados
se piensa que el virus subsiste a bajos niveles a lo
largo del afio, con un marcado incremento
estacional, tipico durante los meses de invierno (en
el hemisferio norte de noviembre a marzo y en el
hemisferio Sur de abril a septiembre). En el tropi-
co la actividad de la influenza es menos definida
y aunque las infecciones y los brotes pueden apa-
recer durante todo el afio, se ha asociado con ma-
yor impacto a la temporada de lluvias.'*'® En Cuba,
el clima es caracterizado como semitropical con
dos estaciones reconocidas: una estacion de lluvia
de mayo a octubre y una estacion seca de noviem-
bre a abril. Estudios previos en Cuba realizados
por Goyenechea y otros encontraron circulacion
de virus influenza estacionales durante todo el afio,
con incrementos en los meses de abril a junio y
octubre a diciembre."

Resulta importante destacar que la emergen-
cia del virus influenza pandémico tuvo lugar en
paises del hemisferio norte (México, EE. UU.)
después del pico de la estacion de influenza, y se
disemind rapidamente a otros paises de la region
y otros continentes. Sin embargo, la epidemiologia
y severidad de la préxima estacion para el hemis-
ferio sur o norte no podia ser pronosticada. Hoy es
conocido el reporte de las tasas elevadas de
morbilidad y mortalidad que afect6 entre los me-
ses de abril a septiembre a paises del hemisferio
Sur como Brasil, Argentina, entre otros.?

Nuestros resultados evidencian la importancia
del papel de los CNI en el enfrentamiento de una
pandemia producida por los virus influenza. El
trabajo sistematico de estos en el fortalecimiento
de sus capacidades es la garantia para enfrentar
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futuras emergencias de salud relacionadas con
estos agentes. En Cuba, la estrategia diagnostica
emergente para la influenza pandémica 2009,
disefada, ejecutada y actualizada sistematicamente
por el LNR permitio6 alertar de manera oportuna a
las autoridades de salud, para la toma de acciones
de prevencion y control que posibilitaron mitigar el
impacto social, economico y en materia de salud
de este evento epidemiologico en el pais.

Contribution of the National Influenza Laboratory
to confront the 2009 pandemic influenzain Cuba

ABSTRACT

INTRODUCTION: acute respiratory infections are considered the most
important causes of morbidity and mortality around the world.
These infections became more significant when associated to
epidemics and pandemic events caused by influenza virus. The
need for global surveillance of influenza viruses was recognized
as early as 1947 and led to the establishment of the World
Health Organization (WHO) Global Influenza Surveillance
Network (GISN). The Cuban National Influenza Centre (NIC)
belongs to this network since 1975. On April 2009, the
recognition of a new influenza A (HINI) of swine origin
circulating in humans was identified as the causative agent of the
first pandemic in the 21st century declared by the WHO. OBJECTIVE:
to carry out surveillance of the new pandemic virus nationwide.
METHODS: the Cuban National Influenza Center developed a
diagnostic diagram to confirm infection with the pandemic virus
in suspected cases. Different PCR assays for typing and subtyping
of influenza A virus were used. REsuLts: from April to December
2009, 6 900 clinical respiratory samples were processed by using
this diagram, 980 cases were confirmed and notified to the
national health authorities and to the Pan American Health
Organization. Human rhinoviruses were other important etiologic
agents of the frequently detected acute respiratory infections.
Concrusion: with the national strategy for surveillance at lab, it
was possible to effectively monitor the circulation of the
influenza viruses and of other respiratory viruses in our country
and to alert the national health authorities, with a view to facing
up to the pandemic influenza (2009)

Key words: pandemic influenza, molecular diagnosis, laboratory
surveillance.
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