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RESUMEN

En el afio 2009, la circulacion de una cepa triple resultante de Influenza A H1N1 2009, desplazé a las previamente circu-
lantes, observandose un cambio en el rango etario de infeccion. Después de que la OMS declaré el término de la fase 6 de
Alerta Pandémica, y el paso al Periodo Post-pandémico, sefialé la importancia de continuar monitoreando el comportami-
ento del virus influenza. EI LCSP, como CNI de Paraguay, se ha esforzado en cumplir a cabalidad su Rol en la Vigilancia
Virolégica de Influenza, con el objetivo de caracterizar virologicamente los virus influenza y describir su comportamiento,
y el de otros virus respiratorios circulantes en el Paraguay. Para ello fueron estudiadas 7533 muestras respiratorias de
pacientes con sospecha de ETI o IRAG durante el afio 2010-2011, tomadas por los Centros Centinela de Vigilancia de
Influenza y Hospitales Vigilantes de IRAG y enviadas al LCSP para la deteccién de Influenza tipo A y B por técnicas de
RT-PCR en Tiempo Real, y de los otros virus respiratorios (PIV, VSR, AdV) por la técnica de Inmunofluorescencia Indi-
recta y aislamiento en cultivos celulares. Entre los positivos, el 7,5% (145) correspondié a FIuUA/H1N12009; 42 % (806) a
FIuA/H3; 0,6% (12) a FIuA no sub tipificada; 7,5% (145) a FluB, 32 % (626) a VRS, 3,6% (70) a AdV, y 7% (134) a PIV. El
virus influenza AH1N1 2009 circuld en proporcion moderada durante el afio 2010 y Los signos y sintomas mas frecuentes
en los casos positivos fueron fiebre, tos, dolor de garganta y obstruccién nasal
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ABSTRACT

Virological surveillance of Influenza and other respiratory viruses during the post-pandemic
period 2010-2011 in Paraguay

In 2009, the circulation of a triple strain resulting from Influenza A H1N1 2009, displaced the previously circulating, obser-
ving a change in the age range of infection. After the WHO declared the end of phase 6 of Pandemic Alert, and the transi-
tion to the Post-pandemic Period, it pointed out the importance of continuing to monitor the behavior of the influenza virus.
The LCSP, like the CNI of Paraguay, has endeavored to fully fulfill its role in the Virologically Surveillance for Influenza,
with the objective of virologically characterizing influenza viruses and describing their behavior, and that of other circulating
respiratory viruses in Paraguay. For this, 7533 respiratory samples of patients with suspected TSI or IRAG were studied
during the year 2010-2011, taken by the Sentinel Centers for Influenza Surveillance and IRAG Surveillance Hospitals and
sent to the LCSP for the detection of Influenza type A and B by Real-time RT-PCR techniques, and the other respiratory
viruses (PIV, VSR, AdV) by the technique of Indirect Immunofluorescence and isolation in cell cultures. Among the posi-
tive ones, 7.5% (145) corresponded to FIuA / H1N12009; 42% (806) at FIuA / H3; 0.6% (12) to non-subtyped FIuA; 7.5%
(145) at FluB, 32% (626) at VRS, 3.6% (70) at AdV, and 7% (134) at PIV. The 2009 AH1N1 influenza virus circulated in
a moderate proportion during 2010 and the most frequent signs and symptoms in positive cases were fever, cough, sore
throat and nasal obstruction
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INTRODUCCION

La vigilancia viroldgica de agentes responsables de In-
fecciones Respiratorias Agudas (IRAs), permite conocer
la frecuencia y distribuciéon de los principales virus respi-
ratorios circulantes, la sub tipificacion y caracterizacion de
los virus influenza y caracteristicas de la poblacion afecta-
da, para la adopcion de medidas de prevencion, detecci-
6n y caracterizacion de brotes, asi como la adopcién de
medidas de control de salud publica.

Los Centros Nacionales de Influenza (CNI) son la
espina dorsal de la Red Mundial para la Vigilancia de la
Influenza de la OMS, que trabaja para proteger la salud
publica mundial actualizando las composiciones de la va-
cuna contra la influenza estacional, y funcionando como
un mecanismo de alerta mundial para la aparicion de los
virus de la influenza con potencial pandémico, apoyando
las recomendaciones de la OMS para vigilancia y vacuna,
haciendo una enorme contribucion al conocimiento de la
epidemiologia de la influenza'.

En el afio 2009, la circulacién de una cepa triple resul-
tante de Influenza A (FIUA/H1N1 2009), desplazé a las
previamente circulantes, observandose un cambio en el
rango etario de infeccién, siendo mas prevalente que lo
usual en adultos jovenes 2. El 10 de agosto del 2010, la
OMS declaro el término de la fase 6 de Alerta Pandémica,
y el paso al Periodo Post-pandémico 3. Sefalaron que
se esperaba que el virus de la influenza A/H1N1 2009 se
comportara, en adelante como un virus estacional, que
continuaria circulando en los proximos afios, con brotes
localizados de distinta magnitud. Sin embargo, asi como
las pandemias, al igual que los virus que las causan, son
impredecibles, también lo es el periodo post-pandémico
inmediato, con la probabilidad de que el virus siguiera
provocando una grave morbilidad entre los grupos que
durante la pandemia habian sido considerados como de
mayor riesgo de sufrir afecciones graves o mortales 5-8.
Por tal motivo resulta extremadamente importante la vigi-
lancia continua segun las recomendaciones especificas
para este periodo. Ademas, en una pequefia proporcion
de las personas infectadas durante la pandemia, inclui-
dos jovenes en buen estado de salud, curs6 una forma
grave de neumonia viral primaria que no suele observar-
se durante las epidemias estacionales y que se muestra
particularmente rebelde al tratamiento 9. La incertidumbre
de si esa pauta cambiaria durante el periodo post-pandé-
mico, no hace sino subrayar la necesidad de mantener
sensible la vigilancia.

El Laboratorio Central de Salud Publica (LCSP), como
CNI de Paraguay, se ha esforzado en cumplir a cabalidad
su Rol en la Vigilancia Viroldgica de Influenza y otros vi-
rus respiratorios durante los periodos pandémico y post-
pandémico.

OBJETIVO

Caracterizar virologicamente los virus influenza y de-
scribir su comportamiento, y el de otros virus respiratorios
circulantes en el Paraguay durante el periodo post-pan-
démico 2010-2011.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién estudiada: Fueron incluidos 7553 pacientes
con sospecha de Enfermedad tipo Influenza (ETI) o In-
feccion Respiratoria Aguda Grave (IRAG) segun defini-
ciones de casos del Protocolo Genérico de la OMS 10,
que acudieron a los servicios de los Centros Centinela de
Vigilancia de Influenza y Hospitales Vigilantes de IRAG,
y cuyos especimenes clinicos fueron recibidos y estudi-
ados en el LCSP, desde enero de 2010 a setiembre de
2011.

Tipo de estudio: Fue realizado un estudio retrospectivo
observacional descriptivo de corte transverso.

Colecta de Muestras: Muestras de hisopado nasal y
faringeo, fueron recolectados en medio de transporte vi-
ral comercial, conservados a 4°C y remitidas en forma
refrigerada al LCSP dentro de las 72 horas después de
su recoleccion. En pacientes hospitalizados en unidades
de cuidados intensivos, se recolectaron otros tipos de
muestras como: aspirados nasofaringeos, aspirados tra-
queales, y lavados bronquioalveolares. Posteriormente,
estas muestras son fraccionadas en alicuotas para la re-
alizacién de Inmunofluorescencia, cultivo celular y prue-
bas moleculares.

Extraccion de ARN viral: el ARN viral fue extraido a
partir de la suspension de cada muestra clinica, utilizan-
dose el reactivo TRIZOL Reagent (Invitrogen-Life Tecno-
logies), para ello se ha adicionado 120uL de muestra a
375 pL de trizol. Esta suspension, después de un periodo
de incubacién a temperatura ambiente fue centrifugada
a 12000 rpm a 4°C, durante 10 minutos. Luego, se adi-
cionaron 100 pL de cloroformo (Sigma-Aldrich®) para la
separacion de fases y se sometié a una segunda incuba-
cion y centrifugacion para la precipitacion del ARN viral.
En la siguiente etapa fue desechada la fase acuosa y se
adicioné 1mL de etanol al 75%, se mezcl6 y centrifugd
nuevamente a 12000 rpm a 4°C, durante 5 minutos. Fi-
nalmente, después de eliminar el etanol residual se dejo
secar el precipitado y se resuspendi6 el material seco con
50 yL de agua libre de RNAsas.

Diagnéstico Molecular de Influenza: La deteccion de
influenza tipo Ay B (IAV e IBV); y la subtipificacion de
las muestras positivas para IAV, fueron realizadas sigu-
iendo el protocolo no publicado de Transcripcion Rever-
sa y Reaccion en Cadena de la polimerasa en Tiempo
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Real (qQRT-PCR) de los Centros de Control y Prevencion
de Enfermedades Atlanta/GA/USA (CDC), para los virus
estacionales (A/H1, A/H3); y el protocolo publicado por
CDC en abril del 2009 para el virus pandémico A/H1 2009
16. Fue utilizado un termociclador StepOne de Applied
Biosystems.

Detecciéon de Virus Respiratorios por Inmunofluore-
scencia Indirecta (IFl): Se realizé6 mediante la detecci-
on de antigenos de virus parainfluenza 1/2/3 (PIV), virus
respiratorio sincicial (VRS) y adenovirus (AdV) en las
secreciones respiratorias por la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta, utilizando anticuerpos monoclonales
especificos disponibles comercialmente (Respiratory Pa-
nel, Milipore, USA). La lectura se realizé con microscopio
de epi-iluminacion Nikkon con lampara de halégeno, y se
consider6 un resultado positivo cuando se observaron
por lo menos 2 células con inclusiones fluorescentes ca-
racteristicas en todo el pocillo 17, 18.

Aislamiento de virus influenza en cultivos celulares:
Fueron inoculadas 200uL de las muestras en la linea
Celular Madin-Darby Canine Kidney cells (MDCK), ATCC
CCL34, con medio esencial minimo (MEM) suplementa-
do con albumina al 0,2% Yy tripsina al 1%. Fueron luego
incubadas a 37°C por 7 dias en incubadora con intercam-
bio de CO2. El aislamiento fue confirmado por Inhibicién
de la Hemaglutinacion con glébulos rojos de pavo y por
Inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales es-
pecificos.

Caracterizacion antigénica de influenza: Fue realiza-
da por la técnica de Inhibicion de la Hemaglutinacion,
enfrentando los aislados virales con antisueros especi-
ficos contra las variantes antigénicas semejantes a las
contenidas en las ultimas férmulas vacunales.

Determinacion de la Susceptibilidad de cepas de in-
fluenza a antivirales: Fue realizado en CDC mediante
ensayos de inhibicion de neuraminidasa y secuenciaciéon
nucleotidica para la deteccién del gen de resistencia a los
inhibidores de la neuraminidasa

Datos clinico-epidemiologicos: Fueron obtenidos me-
diante el llenado por el médico tratante, de un formula-
rio con datos demograficos (edad, sexo y procedencia
del paciente), servicio de consulta, fechas de inicio de
los sintomas y de toma de muestra, tipo de muestra re-
colectada, signos/sintomas clinicos y sospecha diagno-
stica del médico tratante.

Andlisis estadistico: Los resultados obtenidos y los datos
de las fichas clinico-epidemioldgicas fueron cargados en
una hoja de célculo del programa Microsoft Excel. Poste-

riormente fueron analizados con herramientas de Estadi-
stica Descriptiva y fue aplicado el test de chi-cuadrado
para analisis de significancia estadistica en cuanto ca-
racteristicas clinicas e internaciéon asociados a los virus
investigados, considerando estadisticamente significante
un valor P igual o menor que 0,05.

RESULTADOS

De enero de 2010 a setiembre del 2011, un total de
7553 especimenes respiratorios fueron testados para
la deteccion de influenza y otros virus respiratorios co-
munes, resultando el 35% (1938) de ellos positivos para
al menos uno de los virus investigados. Entre los positi-
vos, el 7,5% (145) correspondié a FIUA/H1N12009; 42 %
(806) a FIuA/H3; 0,6% (12) a FluA no subtipificada; 7,5%
(145) a FluB, 32 % (626) a VRS, 3,6% (70) a AdV, y 7%
(134) a PIV.

Se logro aislar en cultivos celulares 40 cepas de Influ-
enza Ay 5 de Influenza B, de 195 muestras inoculadas
en total. Los aislados fueron enviados al CDC para la ca-
racterizacion molecular y antigénica; y determinacion de
susceptibilidad a antivirales, los resultados se detallan en
la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion antigénica y susceptibilidad a
antivirales de virus influenza circulantes en Paraguay

2010-2011

VETEN )

Tipo / Subtipo

Susceptibilidad a
antivirales

A/H3N2 A/PERTH/16/2009- Sensibles a Oselta-

LIKE * mivir y Zanamivir
A/H1N1 2009 A/CALIFOR-
NIA/07/2009*

Sensibles a Oselta-
mivir y Zanamivir
B B/YAMAGATA/16/88 Sensibles a Oselta-
LINEAGE mivir y Zanamivir

*Cepa recomendada para la formulacién vacunal 2011 y 2012 del hemisferio sur.

La etiologia viral en funcién a las semanas epidemiol6-
gicas (SE), se muestra en la figura 1. El virus influenza
AH1TN1 2009 circul6 en proporcion moderada durante el
afio 2010 con picos de deteccion entre las SE 27 a 40,
lo que corresponde a invierno y primavera. Sin embargo,
en el 2011 practicamente no fue detectada la circulacion
del virus pandémico, con un solo caso aislado en la SE
5. Fue detectado un brote inusual de FIUA/H3 entre las
semanas 41 del 2010 y 4 del 2011, con pico en la SE 1
del afio 2011, coincidiendo con meses calidos al final de
la primavera e inicio del verano. La mayor parte de los
virus de influenza B circularon en el invierno e inicio de
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la primavera del afio 2010 entre las semanas 25 y 41,
mientras que en el afio 2011 la deteccion de este virus
fue escasa. Se observaron picos de deteccion de VRS
en el otofio de los afios estudiados, aunque fue detecta-
do en forma sostenida durante casi todos los meses del
ano. Los virus PIV fueron detectados regularmente sin
un patron estacional bien definido durante el periodo de
estudio, al igual que los AdV, aunque estos ultimos en
una proporcion mucho menor.

1357 911131517192123252729313335373941434547495111 3 5 7 9 111315171921232527293133353739
Aifio 2010 Aifio 2011
WAHIN12009 WA/H3 minfluenza B m Parainfluenza mVSR Adenovirus

Figura 1. Frecuencia de agentes virales por semana
epidemioldgica. Paraguay. Afios 2010-2011

La distribucién de los casos positivos por edad se mu-
estra en la figura 2; la mayor deteccion viral se observo
en el grupo de menores de 2 afos. El virus FIUA/H3 fue
el mas frecuente en todos los grupos de edades, excep-
to en los menores de 2 afios, en quienes predomino el
VRS.

700

600
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400

N° de positivos

200

100

<2 2-4 5-19 20-39 40-59 > 60 sd

Grupos de edades

W FluA/H3 WFluA/swHL WFluA No Subtipificado WFluB WAdenovirus B Parainfluenza mVSR

Figura 2. Distribucion de agentes virales detectados por
grupos de edades. Paraguay 2010-2011
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Los signos y sintomas mas frecuentes en los casos
positivos fueron fiebre, tos, dolor de garganta y obstruccion
nasal, mientras que la complicacién clinica mas reportada
fue la neumonia. Los datos se resumen en la Tabla1.
La disnea estuvo significativamente asociada al virus
pandémico FIUA/H1N12009 (p <0,5), ningun otro sintoma
o complicaciéon clinica se asocid significativamente
a la positividad de algan agente en particular.

En 4.049 pacientes obtuvimos datos de internacion
o cuidados ambulatorios, en la tabla 3 se muestra la
comparacion entre pacientes ambulatorios e internados
con respecto a la deteccion de virus. No se encontro
asociacion significativa de la internacion con ningun
virus detectado, en el grupo de pacientes analizados.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas por agente viral
detectado. Paraguay. 2010-2011

Agente viral

Variables FluA/ FluA/ FluB VSR PIV AdV
H3 H1

n=806 n=145 n=145 n=626 n=134 n=70
% % % % % %

Signos/sintomas

Fiebre 929 76 77 33 43 29
Tos 52 64 58 27 29 25
Dolor de 42 45 45 12 14 10
garganta
Mialgia 35 43 37 8 33 19
Obstruccion 34 43 39 21 4 4
nasal
Dolor de 8 8 10 3 17 3
oido
Disnea 5 28 10 10 3 1
Diarrea 4 4 3 2 = 11

Complicaciones
Neumonia 20 1 1" 14 13 0
Bronquitis 1 1 0 7 6 3

Tabla 3: Comparacion entre pacientes ambulatorios e in-
ternados con respecto a la deteccion de virus.

Ambulatorio

Hospitalizados

TOTAL
n (%) n (%)
FIuA/H3 444 (59) 308 (41) 752
FIUA/HTN1 (2009) 46 (47) 52 (53) 98
FluB 59 (63) 35(37) 94
VRS 112 (40) 171 (60) 283
PIV 41 (54) 35 (46) 76
AdV 9(38) 15 (63) 24
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DISCUSION

En las ultimas décadas, la influenza epidémica y pan-
démica ha sido responsable de causar enfermedad am-
pliamente extendida, trastornos econémicos y pérdidas
de vidas humanas en todo el mundo 14-15. Mientras que
la recurrencia de la influenza estacional se espera cada
afio, sigue siendo dificil predecir las cepas estacionales
predominantes y es imposible saber cuando y dénde sur-
gira la proxima pandemia humana. El monitoreo regional
oportuno de la circulacion de los virus influenza es una
prioridad para la vigilancia estacional y deteccion oportu-
na de cepas con potencial pandémico™®.

En el presente trabajo reportamos las caracteristicas
y el comportamiento de los virus influenza y otros virus
respiratorios que circularon en el Paraguay en el periodo
post-pandémico 2010-2011. Hemos recibido y analizado
un elevado numero de muestras, probablemente debido
a la sensibilizacion del sistema de salud ante la reciente
pandemia del afio 2009. La amplitud de la poblacién estu-
diada, a lo largo de casi dos afios de vigilancia, propor-
ciona informacion valiosa acerca de las caracteristicas
y comportamiento de los virus investigados. Este hecho
nos permitié detectar un importante brote de Influenza A/
H3, en un periodo de tiempo inusual, durante el verano
2010-2011, que segun la Direccion General de Vigilancia
de la Salud (DGVS parte semanal de influenza), incluso
fue responsable de un considerable nimero de muer-
tes.

En el periodo de tiempo estudiado, IAV contintio sien-
do el virus respiratorio mas frecuentemente encontrado
al igual que en la pandemia, a diferencia de afios previos
cuando predominaba el VRS, aunque este ultimo per-
manecio en mayor proporcion en los pacientes menores
de 2 afos.

El aislamiento y caracterizaciéon de los virus influen-
za circulantes localmente, proveyé informacion oportuna
para ser incluida en la formulacién vacunal del hemisferio
sur, lo cual incide en la prevencion de epidemias y muer-
tes.

No hemos constatado una diferencia significativa ent-
re el numero de pacientes hospitalizados y ambulatori-
os, afectados por el panel de virus investigado. De igu-
al modo no se han encontrado caracteristicas clinicas
o complicaciones asociadas a algun virus en particular,
aunque solo nos limitamos a analizar los datos consigna-
dos por los médicos tratantes, y no desconocemos que
se requiere un trabajo conjunto y un monitoreo mas cer-
cano para llegar a conclusiones relevantes en el ambito
clinico.

Describimos también, la estacionalidad de otros virus

respiratorios durante el periodo estudiado, asi el VRS
predomind en el otofio de ambos afios, mientras que el
IBV cocirculé con el virus pandémico AH12009 durante
el invierno del 2011. Sin embargo, debemos considerar
que, en el periodo post-pandémico, la estacionalidad de
la mayoria de los virus aun se encuentra algo desplazada
debido al efecto pandémico.

La evaluacion clinico-epidemiolégica rapida de la mor-
bilidad y la mortalidad relacionados con influenza sigue
siendo un reto para la salud publica debido a los sintomas
no especificos, la dificultad en la obtencién continua y re-
presentativa de datos, y en la confirmacién de laboratorio
en forma masiva. Por lo tanto, los datos resultantes del
analisis de un importante numero de pacientes, podrian
orientar en las intervenciones en salud publica y asisten-
cia sanitaria.
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