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PROLOGO

n el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas tenemos un obvio compromiso profesional con
la produccién de conocimientos cientificos, pero también tenemos un compromiso social con nues-
tros conciudadanos, a quienes tenemos la obligacién de ofrecer informaciones contrastadas, que les per-
mitan disipar dudas y tomar decisiones mejor informadas. No se trata sélo, asi pues, de producir o de ad-
quirir conocimientos, sino también de integrarlos y de darlos a conocer. Tratamos de ser algo asi como

artesanos del conocimiento experto, que ponemos a disposicidn de la sociedad que nos mantiene.

El documento que aqui se presenta :“ La Gripe Aviaria: ;Una nueva amenaza pandémica?” pertenece a
este género. No pretende aportar novedades cientificas, sino ofrecer conocimientos integrados sobre un

tema de justificada preocupacién social.

El publico al que va dirigido, no es quizas el gran publico: no son los centenares de miles de lectores de
periddicos, pero si los periodistas especializados; no son los millones de estudiantes de primaria, pero si

sus profesores.

La interrogacién que forma parte del titulo de este documento quiere decir, simplemente, que los cien-
tificos no sabemos si se va a producir una pandemia, provocada por la llamada gripe aviaria, 0 no: no so-
mos mas fiables que otros profesionales a la hora de hacer profecias o, mejor dicho, somos tan falibles
como todos los demds. Prediction is very risky, especially about the future, “toda prediccién es muy arries-
gada, especialmente sobre el futuro”, y si todos los cientificos se hubieran atenido a esta prudente re-

flexion de Niels Bohr, se habrian evitado muchas alarmas injustificadas y muchas profecias incumplidas.
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Es verdad que no podemos anticipar el futuro, pero sabemos bastantes cosas del presente, porque con-
tinuamente estamos tratando de generar nuevos conocimientos sobre la realidad. De hecho, lo que hay
de cierto sobre, por ejemplo, la gripe aviaria, lo sabemos nosotros y no los mercaderes, los agoreros o los

profetas apocalipticos, que siempre proliferan en momentos de incertidumbre.

Se trata, pues, de un documento de caracter formativo, educativo y divulgativo, pero de nivel medio, por-
que sus contenidos son, con frecuencia, bastante técnicos pero comprensibles. Como dijo Einstein en cier-
ta ocasion, everything should be made as simple as possible, but not simpler,“todo deberia hacerse lo mas
simple posible, pero ni una pizca mas”. Esperamos, con todo, que su nivel de tecnicismo no sea un im-

pedimento para que resulte Util a los lectores a los que va dirigido.

Al fin y al cabo, han transcurrido exactamente cien afios desde que le concedieron el premio Nobel de me-
dicina a don Santiago Ramén y Cajal y, afortunadamente, la Espafia de hoy tiene tan poco que ver con la de
entonces que, en gran medida se ha cumplido ya su deseo de que “en el mas breve plazo posible, nuestra Pa-
tria colabore, en la medida de sus fuerzas mentales y de sus recursos financieros, en la empresa de la cultu-

ra y civilizacién universales”.

Carlos Martinez Alonso
Presidente del CSIC
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1. Introduccién

Los virus de la gripe son agentes patégenos al-
tamente variables que contienen un genoma de
RNA segmentado y ocasionan en el hombre in-
fecciones respiratorias en forma de epidemias
anuales y pandemias ocasionales. Las pandemias
gripales son producidas por virus nuevos para la
poblacién y afectan a toda la Humanidad en un
periodo corto de tiempo. Durante el siglo XX se
registraron tres pandemias gripales, en 1918,
1957 y 1968, la primera de las cuales fue la mas
importante y ocasiond entre 20 y 40 millones de

muertes.

Desde 1997 se han registrado infecciones en hu-
manos producidas por virus gripales tipicos de la
enfermedad en pollos, del subtipo H5N1, que nor-
malmente ocasionan brotes altamente contagio-
sos y letales en aves de corral. Estas infecciones
en humanos han tenido lugar en diversos paises
del sudeste asidtico, donde los virus H5N1 han oca-
sionado brotes recurrentes de enfermedad en aves

domésticas. Ademas, estos virus también se han

establecido en poblaciones de aves silvestres de
la regidn. Desde alli, los virus HSN1 se han extendido
al oeste de Asia y a paises de Europa oriental, en
forma de brotes limitados de enfermedad en aves

y algunos casos en humanos.

Ante el peligro de que los virus gripales HSN1 den
origen a una nueva pandemia, alertado por la Or-
ganizacion Mundial de la Salud en varias ocasio-
nes, el CSIC ha decidido presentar un documento
institucional en el que se resume la situacién des-
de un punto de vista cientifico. En este documen-
to se discute de forma sucinta la Biologia basica
del virus, sus mecanismos de variacién y las bases
de su patogenicidad y de su capacidad para cam-
biar de huésped.Ademads, se discute la Ecologia vi-
ral y la implicacién de las aves silvestres como re-
servorio general de los virus gripales, asi como las
caracteristicas de la enfermedad en aves domés-
ticas. De especial relevancia son los apartados so-
bre el sistema de alerta temprana para la detec-
cién y caracterizacion de virus potencialmente
pandémicos, tanto a nivel espafiol como europeo

y mundial. Ademas, se resumen las caracteristicas
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de las vacunas disponibles, los requerimientos pa-
ra preparar las vacunas pandémicas y el papel de
los medicamentos antivirales para la profilaxis y la

terapia de las infecciones en humanos.

2. Biologia general de los virus de la gripe

Estructura de la particula viral y del genoma

Los viriones gripales son particulas pleomdrficas
de apariencia esférica con una envuelta lipidica ex-
terna que deriva de la membrana celular (Figura
1). Por debajo de la membrana se encuentra una
capa constituida por la proteina matriz (M1), que
es el soporte estructural de la particula, y en su in-
terior un conjunto de ribonucleoproteinas (VRNPs)
que constituyen el genoma del virus (Lamb and
Krug, 1996). Las caracteristicas antigénicas de la
proteina M1y de las vVRNPs permiten distinguir 3
tipos seroldgicos virales, A, By C, de los que los
tipo A son los mas relevantes clinicamente y son

los Unicos que han producido pandemias. El tex-

to que sigue se refiere esencialmente a los virus

gripales tipo A.

El genoma de estos virus esta formado por 8 pie-
zas de RNA de cadena sencilla y polaridad nega-
tiva, es decir, no pueden ser traducidos directamente
a proteina. Las secuencias de los extremos de ca-
da RNA estdn conservadas entre si y entre todos
los virus tipo A, y son parcialmente complemen-
tarias. Cada segmento de RNA estd asociado a la
polimerasa viral, que es un complejo de tres su-
bunidades distintas, PB1, PB2 y PA, mediante in-
teraccién con los extremos del RNA y esta protegido
por asociacién a mondémeros de la nucleoprotei-
na (NP), uno de los componentes mayoritarios
en el virién (Figura 3) (Lamb and Krug, 1996).

En la superficie del virién, e insertadas en su
membrana, se encuentran dos glicoproteinas, la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA),
cuya estructura determina los subtipos seroldgicos
que podemos definir entre los virus gripales ti-

po A. Asi, existen 16 subtipos diferentes de HA



Representacion esquematica
de una particula del virus de la gripe

Figura 1. Se representa la membrana viral (amarillo) con las

glicoproteinas mayoritarias (hemaglutinina —HA- y neuraminidasa
—-NA-) y la proteina M2. La capa de proteina M1 se representa
en azul claro, con las proteina NS2 (NEP) asociada. En el in-
terior se representan 8 ribonucleoproteinas con la nucleoproteina
(NP) y las subunidades de la polimerasa (PB1, PB2 y PA).

(H1-H16) y 9 de NA (N1-N9). Ademas, en el vi-
rién existen cantidades pequefas de otra prote-
ina denominada M2, que constituye un canal i6-

nico dependiente del pH del medio y NEP, que

estd implicada en la exportacién de vVRNPs del nu-

cleo (véase mas adelante).

Ademéds de las proteinas citadas, los virus gripa-
les tipo A expresan otras proteinas importantes pa-
ra su replicacién o su interaccién con el huésped,
que no estdn presentes en la particula viral: La
proteina NS1 une RNA de doble cadena, modula
la replicacién viral y es esencial para bloquear la
respuesta celular a la infeccidn, que estd media-
da por interferén (Garcia-Sastre, 2001). La prote-
ina PB1-F2 parece modular la apoptosis o muer-
te celular programada como consecuencia de la
infeccién (Chen et al., 2001).

Reconocimiento del receptor

Los receptores celulares de los virus de la gripe son
residuos de 4cido sidlico que se encuentran en
glicoproteinas y glicolipidos de la membrana ce-
lular y estan presentes en todas las células. La HA
del virus es responsable de la unién al receptor, me-
diante un sitio de reconocimiento especifico y
conservado que se encuentra en su regién globu-

lar externa (Wiley and Skehel, 1987). Por su par-
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La hemaglutinina viral

Sitio | XS
de unién b
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura tridi-
mensional del monémero de hemaglutinina con sus subuni-
dades HA-1 (azul) y HA-2 (rojo). Se indica la posicidn de si-
tio de reconocimiento del receptor celular y de la secuencia
de activacién por procesamiento proteolitico. A la izquierda,
estructura no procesada y a la derecha la estructura activada.

te, la NA también puede reconocer el receptor
mediante un sitio analogo y ademads, es capaz de
romper la unién del &cido sidlico a las glicoprote-
inas celulares, por lo que puede liberar el virus de

la superficie celular (Colman et al.,, 1983).

Entrada del virién en la célula

Los viriones adheridos a la superficie celular son
internalizados por endocitosis, es decir mediante
formacidn de vesiculas que los contienen en su in-
terior. La liberacién de las VRNPs virales al citoplasma
celular requiere la fusién de la membrana vesicu-
lar y la del virus, un paso esencial dependiente de
la HA'y de la acidificacidn de la vesicula. La HA cam-
bia drasticamente su conformacién a pH 4cido e
induce la fusién de las membranas (Bullough et al.,
1994). Ademas, en estas condiciones el canal i6-
nico M2 permite la acidificacién del interior del vi-
rién, hecho que contribuye a la disociacién de las
VRNPs virales de la estructura de proteina M1 que
las rodea (Pinto et al., 1992).

Mecanismos de replicacion

Una vez las VRNPs son liberadas en el citoplasma,
éstas son transportadas rdpidamente al nicleo ce-
lular, donde tienen lugar tanto su transcripcién pa-
ra generar los RNA mensajeros (MRNAs) virales co-
mo su replicacién. En una primera etapa, la poli-
merasa asociada a cada RNP genera mRNAs, cuya

traduccidn es esencial para continuar la infeccién.



Modelos tridimensionales de la polimerasa y la ribonucleoproteina

Figura 3. Se presentan los modelos tridimensionales de la polimerasa (A) y la ribonucleoproteina (B), determinados por microscopia

electrénica y reconstruccién tridimensional de imagenes (Area et al., 2004; Martin-Benito et al., 2001). Se indica la localizacién

de las subunidades PB1 (verde), PB2 (rojo) y PA (azul).

Ello es debido a que las nuevas proteinas virales son
necesarias para producir la replicacién de las vVRNPs.
El primer paso de replicacién consiste en la gene-
racion de RNPs complementarias (cRNPs) a las
que entraron en la célula, es decir son estructural-
mente similares pero su RNA tiene la polaridad
positiva. Estas cRNPs son intermediarios en la re-
plicacién cuya funcién es servir de molde para la

posterior produccién de grandes cantidades de

VRNPs idénticas a las paternas (Neumann et al, 2004;
Portela and Digard, 2002; Portela et al., 1999).

Es importante destacar que la replicacién de ca-
da uno de los 8 tipos de VRNPs virales es inde-
pendiente, por lo que VRNPs provenientes de dos
virus que infecten la misma célula pueden mez-
clarse facilmente en la progenie viral resultante de

la infeccion.
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Morfogénesis y liberacién de viriones progenie
Las nuevas VRNPs generadas por replicacién son
primero exportadas desde el nucleo al citoplasma
celular y posteriormente transportadas cerca de
la membrana plasmética celular. Independiente-
mente, los MRNAs correspondientes a la HA y
NA son traducidos y las proteinas correspon-
dientes son procesadas y transportadas a regio-
nes especificas de la membrana denominadas
rafts. La interaccién de la proteina M1 con las re-
giones citoplasmicas de HA y NA, por un lado, y
con las nuevas VRNPs por otro, permite la forma-
cién de nuevos viriones que se liberan al medio por
gemacion. En cada particula viral estd presente
una copia de cada tipo de VRNP y su asociacién
especifica viene determinada por interacciones
entre secuencias de empaquetamiento que exis-
ten en cada uno de los segmentos de RNA (Fujii
et al., 2003).

Para que los viriones liberados sean infecciosos, han
de ser activados por protedlisis en su HA. Esta gli-
coproteina posee una secuencia de activacién que

ha de ser cortada por una proteasa celular para que

la HA pueda inducir la fusién de membranas en
un ciclo posterior de infeccidn (Figura 2)(Klenk et
al., 1975). La secuencia de activacion es variable
de unas cepas virales a otras, lo que permite que
sean activadas por diferentes proteasas celulares.
Cuando esta secuencia puede ser procesada por
proteasas ubicuas el virus puede replicar en cual-
quier tipo celular y por ello puede propagarse a dis-
tintos tejidos en el animal infectado. Si la se-
cuencia de activacion sélo puede ser procesada por
proteasas especificas el rango de tejidos donde el
virus puede multiplicarse es mas limitado (Stein-
hauer, 1999). Los virus de la gripe de alta patoge-
nicidad en aves se caracterizan por la presencia de
una secuencia de activacién en su HA que es re-

conocida por proteasas ubicuas.

Mecanismos de variacién viral

Los virus de la gripe, como todos los virus que
contienen RNA, son altamente variables debido a
la baja fidelidad de copia de su maquinaria de re-
plicacién. Se ha estimado que la frecuencia de
mutacién por posicién en la secuencia de los ge-

nes virales es aproximadamente 1074-10~ (Parvin



et al., 1986; Suarez and Ortin, 1994). Dado que la
secuencia completa del genoma contiene aproxi-
madamente 13600 nucledtidos, esto significa que
practicamente TODOS los virus de la progenie
contienen algin cambio respecto de una secuen-

cia tedricamente silvestre.

En el caso de los virus de la gripe, esta genera-
cién de diversidad se ve complementada por la
posibilidad de mezclar los genes virales en los vi-
riones de la progenie, como consecuencia del
caracter segmentado de su genoma. Asi, si una
célula resulta infectada por dos virus diferentes,
las vVRNPs de ambos pueden mezclarse con gran
facilidad, generando multitud de posibles com-

binaciones entre ellas.

Los virus gripales como cuasiespecies

Como consecuencia de los mecanismos de varia-
cién indicados, hemos de considerar los virus gri-
pales como mezclas muy complejas de diferentes
particulas virales (cuasiespecies) (Domingo and
Holland, 1997), dado que cualquier muestra viral

es en realidad un conjunto diverso de individuos

diferentes. Esta tremenda heterogeneidad genéti-
ca permite que los virus gripales puedan evolu-
cionar rapidamente para adaptarse a circunstan-
cias o entornos cambiantes. Ello es asi porque en
cualquier muestra de virus se pueden encontrar par-
ticulas virales con capacidad para multiplicarse en
unas circunstancias diferentes, como por ejemplo
en presencia de anticuerpos neutralizantes, a diferentes

temperaturas o en distintas células huésped.

3. Factores que determinan

la patogenicidad viral

Factores genéticos virales implicados

en patogenicidad

La infeccién en humanos por parte del virus de la
gripe A causa un proceso febril respiratorio cuya
severidad varia dependiendo de factores tanto
del huésped como de la cepa particular del virus.
Con respecto al huésped, tanto las personas de edad
avanzada como los nifios de corta edad tienen ma-

yor riesgo de desarrollar una enfermedad grave.
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En estos casos la gripe puede presentar patolo-
gia pulmonar que puede progresar a neumonia pri-
maria (causada directamente por el virus) o se-
cundaria (causada por una segunda infeccién
oportunista de origen bacteriano) (Wright and
Webster, 2001). Con respecto al virus, se sabe
que hay varios genes virales que modulan su vi-
rulencia. En las cepas de virus de la gripe con al-
ta patogenicidad en humanos, como los virus
H5N1 aislados recientemente de casos letales, o
como los virus humanos de 1918, cabe destacar
como determinantes de alta patogenicidad los
genes que codifican la hemaglutinina, la neura-
minidasa, la proteina no estructural NS1y la po-
limerasa viral (Hatta et al., 2001; Tumpey et al,,
2005). Debido a su capacidad de modular la res-
puesta celular, se piensa que las proteinas virales
no estructurales NS1y PB1-F2 juegan un papel
importante en la patogenicidad viral. Ademas, ya
que la mayor parte de los genes virales cooperan
entre si durante la replicacién del virus, las cons-
telaciones de genes que dan lugar a altos niveles
de replicacién estan normalmente asociadas con

una mayor virulencia.

Evolucién y propagacion
de los virus de la gripe

P\

CERDOS

£ 8

AVES DOMESTICAS

" HUMANOS

CABALLOS ‘\
\I PERROS

Figura 4. Se indican esqueméticamente los huéspedes naturales

H

AVES ACUATICAS

\J

para la multiplicacién de virus gripales y su transferencia en-
tre especies.

Factores genéticos virales que determinan

el rango de huésped

Como se describe més adelante, los virus tipo A per-
sisten en la naturaleza en el reservorio de aves sil-
vestres y pueden afectar una variada gama de es-
pecies: humanos, cerdos, caballos, aves y mas re-
cientemente perros (Figura 4). Normalmente, cepas
de virus adaptadas a propagarse en una determi-

nada especie no se propagan en otras especies.
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Aunque no se saben todavia todos los factores
que se requieren para el salto de una cepa viral de
una especie a otra, esta bastante bien establecido
que un factor importante que condiciona la espe-
cificidad de huésped es el receptor al que se une
la hemaglutinina viral para iniciar la infeccién (Rus-
sell and Webster, 2005). Los residuos de acido sia-
lico del aparato digestivo de las aves, donde el vi-
rus se replica, estdn en su mayoria unidos me-
diante enlaces a2,3, mientras que en el caso del aparato
respiratorio de humanos, lo estdn mediante enla-
ces a2,6. De manera consistente, la hemaglutini-
na de los virus aviares reconoce preferentemente
acidos sidlicos unidos mediante enlaces a2,3,y la
de virus humanos, a2,6. Los virus H5SN1 recientes
reconocen preferentemente &cidos sidlicos unidos
mediante enlaces a2,3, lo que indica que no estan
adaptados a humanos (Harvey et al., 2004). Ade-
mas de la hemaglutinina, existen otros genes vi-
rales que requieren adaptacion a distintos huéspedes,
como por ejemplo los genes de la polimerasa, pe-
ro los mecanismos de adaptacién son menos co-
nocidos. Cabe resaltar la presencia del amino &ci-

do lisina en la posicién 627 del gen PB2 en virus

humanos (Subbarao et al., 1993). Los virus H5N1
aislados de pdjaros tienen un glutdmico en esta po-
sicién, mientras que varios de los virus H5N1 ais-
lados de humanos tienen una lisina (Hatta et al.,
2001). Sin embargo, este cambio por si solo no es
capaz de conseguir la propagacién entre huma-
nos del virus H5N.

Evolucion viral

Los virus de la gripe humanos se encuentran ba-
jo evolucién constante, caracterizada por la acu-
mulacién de mutaciones en todos sus genes, pe-
ro especialmente en la hemaglutinina y neura-
minidasa. Estas dos proteinas virales son las que
determinan la respuesta de anticuerpos neutrali-
zantes contra el virus. Mutaciones en estas pro-
teinas son seleccionadas para que el virus resul-
tante logre reinfectar humanos que han sido pre-
viamente expuestos a cepas anteriores de virus de
la gripe, y que por lo tanto han desarrollado an-
ticuerpos que previenen re-infeccién por la mis-
ma cepa.Ademas de estos cambios puntuales (de-
riva antigénica- antigenic drift-) que con el tiem-

po dan lugar a diferencias significativas en



antigenicidad, los virus humanos de la gripe A ad-
quieren cada pocas décadas cambios drasticos de
antigenicidad (salto antigénico -antigenic shift-).
Cuando esto ocurre, el virus resultante contiene
determinantes antigénicos totalmente nuevos, es
decir, cambia de subtipo antigénico, contra los
que no existe inmunidad previa en humanos. Es-
to da lugar a una pandemia, caracterizada por una
elevada morbilidad y mortalidad debido a que
una gran parte de la poblacidn resulta infectada
durante un periodo relativamente corto de tiem-
po (Wright and Webster, 2001).

Saltos de huésped

Mientras que en humanos existen en la actuali-
dad dos subtipos antigénicos de virus de la gripe
A (HTN1y H3N2), en aves existen 16 subtipos an-
tigénicos de hemaglutinina y 9 de neuraminida-
sa. El salto antigénico del virus de la gripe A ocu-
rre cuando una cepa viral con un subtipo de he-
maglutinina aviar (y a veces de neuraminidasa)
previamente no existente en las cepas humanas
en circulacién adquiere la capacidad de propa-

garse en humanos. Esto puede ocurrir de dos for-

mas. O bien un virus de gripe humana intercam-
bia parte de sus genes con un virus de gripe avia-
ria, y como resultado, se origina un nuevo virus con
varios genes humanos y otros aviares, entre los cua-
les estd la hemaglutinina. Este nuevo virus pro-
bablemente necesite pocos cambios para lograr adap-
tarse completamente a humanos, ya que parte
de su informacién genética esta derivada de un vi-
rus humano. Para que este proceso tenga lugar, dos
cepas de virus, una humana y otra aviar, tienen que
infectar un mismo huésped donde intercambian
su informacién genética. Tanto el cerdo como la
codorniz y el faisan se han propuesto como este
huésped intermedio, debido a que son especies per-
misivas para virus aviares y humanos. La segunda
forma posible de producirse un salto antigénico con-
siste en la introduccién completa de un virus aviar
en humanos previa adaptacion de este virus en hu-
manos o en otro huésped intermedio (Russell and
Webster, 2005).

Epidemias anuales y pandemias
En la actualidad tres virus de la gripe son causan-

tes de epidemias anuales en humanos: virus de la
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gripe AHTNTy H3N2, y virus de la gripe B (Figu-
ra 5). Normalmente, cada afio uno de los tres vi-
rus es mas prevalente que los otros, pero en general
los virus HIN1 causan menos infecciones que los
virus H3N2 o los virus B. Los virus de la gripe C cau-
san infecciones respiratorias de menor severidad en
humanos. Durante la pandemia de 1957, los virus
H1N1 fueron reemplazados en humanos por un vi-
rus H2N2 cuyos genes estaban derivados del virus
HIN1 previamente circulante, con la excepcidn
de aquellos que codifican la hemaglutinina, neu-
raminidasa y la polimerasa PB1, que fueron ad-
quiridos de una cepa aviar. Durante la pandemia
de 1968, los virus H2N2 fueron reemplazados por
un virus H3N2, que de nuevo adquirié dos genes
de una cepa aviar, hemaglutininay PB1. En 1977,
los virus H1N1 volvieron a aparecer en humanos,
pero eso no ocasiond la desaparicién de los virus
H3N2 ni dié lugar a una pandemia. Por tanto, no
ha habido una pandemia de gripe en humanos
desde 1968.Aparte de las pandemias de 1957 y de
1968, en 1918 la Humanidad sufrié una pandemia
ocasionada por un virus H1N1, que tuvo niveles de

mortalidad mucho més elevados que las pandemias

de 1957 y de 1968. Recientemente, se ha logra-
do obtener la secuencia del virus de 1918 a par-
tir de muestras de tejidos de victimas que murie-
ron de gripe en esa pandemia. La secuencia de
este virus ha revelado una similitud cercana a vi-
rus de aves, y se ha postulado que el virus huma-
no de 1918 se originé por completo a partir de una
cepa aviar. Sin embargo, no existen pruebas con-
cluyentes de que uno o mas genes del virus de 1918
no sean derivados de cepas humanas anteriores al
1918, de las cuales no existen muestras conoci-

das en la actualidad.

Factores determinantes para la aparicion

de pandemias

Las pandemias de virus de la gripe se caracterizan
por la adaptacién en humanos de un virus que
contiene determinantes antigénicos derivados de
cepas de virus de aves para los cuales no existe in-
munidad en humanos. Se sabe que virus de los sub-
tipos H1, H2 y H3 pueden ocasionar pandemias
en humanos.Ya que en la actualidad existen virus
H1y H3 en humanos, la préxima pandemia po-

dria ser debida a un virus H2. Es también posible
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Figura 5. Epidemias y pandemias de los virus de la gripe en
humanos desde el siglo pasado.

que un virus perteneciente al resto de los 13 sub-
tipos adicionales de hemaglutinina presentes en
aves sea el causante de la préxima pandemia. Sin
embargo, no se sabe con seguridad si todos los sub-
tipos tienen la capacidad de adaptarse a humanos.
Para la generacién de un nuevo virus pandémico,
se necesitan superar al menos tres barreras: infeccion,
replicacién y propagacién en humanos. No se co-

nocen todos los factores necesarios para superar

estas tres barreras a la vez, y por lo tanto es im-
posible prever en este momento cuando, dénde
y c6mo se va a originar una nueva cepa pandémica,
y si va a ser una cepa H5 o no. Pero lo que si se
puede decir con certeza es que tarde o temprano
ocurrird una pandemia, ya que pandemias de vi-
rus de la gripe han sido documentadas periddica-

mente en la historia de la Humanidad.

Historia natural de los virus HSN1 recientes

En 1997, un virus de alta patogenicidad en po-
llos perteneciente al subtipo H5N1 fue identifi-
cado en los mercados de aves vivas de Hong
Kong (Subbarao et al., 1998). Este virus ocasio-
né 18 casos de infecciones documentadas en
humanos, de los cuales murieron 8 personas. El
virus fue eliminado de los mercados de Hong
Kong gracias al sacrificio de todas las aves domésticas
de esta ciudad. Sin embargo, ahora se sabe que
los genes de este virus continuaron circulando en
distintas cepas de virus de la gripe en aves silvestres
y domésticas. En 2003 y 2004, los virus H5N 1 apa-
recieron de nuevo en granjas de pollos en distintos

paises asidticos, entre los cuales se encuentran
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Corea, China, Japdn, Vietnam, Tailandia e Indonesia.
Estos nuevos virus HSN1 son descendientes de
los aislados en Hong Kong en 1997, aunque su
composicién genética y su antigenicidad ha su-
frido cambios significativos (Li et al., 2004). Los
virus H5N1 siguen circulando actualmente en
aves silvestres y comerciales en distintos paises,
y se han documentado més de 100 casos de in-
fecciones esporadicas en humanos desde el 2004,
que frecuentemente han producido enfermedad
grave e incluso la muerte de los pacientes, aun-
que aun no se sabe con seguridad si existen mu-
chos mas casos de infecciones asintomaticas en
humanos. A pesar de que se ha detectado la
transmisién ocasional entre humanos, no pare-
ce que el virus sea capaz de propagarse eficien-
temente de humano a humano hasta el mo-
mento, un factor necesario para la iniciacién de
una pandemia. El virus HSN1 contintia propagandose
a otros paises en especies aviares, bien sea por
transporte incontrolado de aves enfermas, o por
migracién de aves silvestres, y en la actualidad
también ha sido detectado en Rusia, Turquia, Ru-

mania, Croacia, Ucrania y Grecia.

4. Ecologia viral

Las aves silvestres como reservorios

del virus de la gripe

Las aves acudticas y principalmente las pertene-
cientes al Orden Anseriformes (que incluye a los
distintos tipos de patos, gansos y cisnes) son las
principales hospedadores naturales de los virus
de la gripe A. También se encuentran con fre-
cuencia en limicolas, gaviotas, charranes y otras
aves marinas.Albergan a todos los subtipos de vi-
rus conocidos y el medio acuatico es determi-
nante para la transmisién de la infeccién entre
las aves silvestres. El virus lo contraen, principal-
mente, por ingestion del agua contaminada. A di-
ferencia de los mamiferos, la infeccién afecta prin-
cipalmente al tracto gastrointestinal en vez del res-
piratorio y, salvo raras excepciones, no se
manifiestan signos clinicos evidentes. El virus se
libera por las heces y es bastante resistente sien-
do el pH, la salinidad y la temperatura del agua los
principales factores que condicionan su supervi-
vencia en el medio acudtico. La renovacién del

agua y la profundidad de los humedales son fac-
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tores importantes para la transmisién del virus y
también pueden determinar el tipo de aves que
se infectan con mayor frecuencia. Todos estos fac-
tores, junto con la conducta migratoria de muchas
de estas especies, contribuyen a que las aves acua-
ticas sean un reservorio de virus en la naturaleza
a partir del cual se pueden infectar otras especies.
Hay evidencias de infecciones directas desde aves
acuaticas a cerdos, caballos, aves de corral y ma-
miferos acuaticos. Las aves silvestres, a su vez,
pueden infectarse con virus que afectan a aves
domésticas y transportarlo a lo largo de sus rutas
migratorias. Un ave infectada puede eliminar vi-
rus a través de las heces durante un periodo va-
riable que puede alcanzar los 30 dias. Para que ha-
ya transmisidn viral a larga distancia, las aves de-
ben migrar durante este intervalo de tiempo.A lo
largo de sus movimientos migratorios las aves
pueden utilizar una o varias paradas en lugares
separados entre cientos y miles de kilémetros,
donde permanecen durante 7-10 dias para acu-
mular nuevas reservas para continuar el vuelo (Mi-
ller et al., 2005; Schaub and Jenni, 2001). Por lo tan-

to, la dispersién puede ser relativamente sencilla

para las cepas menos virulentas pero mas dificil
para cepas hipervirulentas que causan enferme-
dad grave o la muerte de los individuos afectados

en pocos dias.

No hay muchos estudios sobre la prevalencia de
la infeccidn virus de la gripe A en las aves silves-
tres pero un estudio seroldgico realizado recien-
temente en Europa, en el que se analizan 21.000
aves de 88 especies pertenecientes a 22 familias
y 12 érdenes diferentes, refleja que el Orden mas
afectado es el de Anseriformes (15,2%) seguido por
el de Charadriformes (2,2%) y Paseriformes (2,9%).
De las Anseriformes, el grupo mas afectado es el
de los patos, especialmente el Anade Real con un
63,9% de animales seropositivos, es decir, que en
algin momento han tenido contacto con alguno
de los subtipos de virus de la gripe. En Dofiana el
6,2% de las aves acuéticas (no anatidas) exami-
nados habian estado en contacto con Influenza A
(Astorga et al., 1996) con porcentajes que oscila-
ron entre el 0 y el 32%. En anétidas estas preva-
lencias variaron segln la especies de de patos en-
tre el 6,4% y el 9,9% (Astorga et al., 1994).



Entre las anseriformes se pueden presentar todos
los subtipos conocidos de HA y de NA aunque
predominan H6 y H3. En Charadriformes (limico-
las y gaviotas) se han encontrado 10 tipos dife-
rentes de HA y 8 de NA, aunque predominan los
subtipos H9 y H13. En gansos de Dofiana se han
detectado cepas de los subtipos H2N2, HIN2 y
H3N4 todas ellas de poca virulencia y que no

afectan a humanos (Ledn, 2004).

Los virus de la gripe se encuentran de forma esta-
cional en las aves silvestres. En estudios sobre ana-
des reales se han encontrado a lo largo de todo el
ano, siendo especialmente frecuentes al final del
verano, en los animales jévenes que se disponen
a realizar su primera migracion. El ndmero de aves
infectadas disminuye en el otofio a medida que mi-
gran hacia sus zonas de invernada. En las aves li-
micolas, sin embargo, es mas frecuente la infeccidn
en primavera y otofio mientras que en gaviotas y
charranes es en verano y primavera. Es posible, por
tanto, que los virus de la gripe se mantengan cir-
culando durante todo el afio por encadenamien-

to de infecciones en diferentes especies aviares.

Posibilidades para la dispersién de virus gripa-
les por aves migratorias

En las aves silvestres infectadas no se observan sig-
nos de enfermedad ni lesiones evidentes con la
mayoria de los virus de la gripe. Las cepas hipervi-
rulentas se encuentran raramente en las aves silvestres
aunque pueden producir en determinadas espe-
cies cuadros clinicos y tasas de mortalidad pareci-
dos a los de las aves domésticas. El primer brote de
infeccién mortal en aves silvestres se produjo en cha-
rranes en Sudéfrica en 1961y lo causé un virus del
subtipo H5N3. A lo largo de los afios 2004 y 2005
se han producido diversos brotes de infeccién mor-
tal en diversas especies acuaticas producidos por la
misma cepa H5N1 que afecta a las aves domésti-
cas. El foco inicial de gripe aviaria que afecta al su-
deste asiatico desde 2003 se ha extendido en di-
reccion noroeste durante el verano de 2005 afec-
tando primero a Rusia y Kazajstan y alcanzando
después a Europa con brotes en Turquia, Rumania
y Croacia durante el mes de octubre. El andlisis ge-
nético de los virus H5N 1 aislados en estos focos in-
dica que derivan de los virus asiaticos. Otros bro-

tes, sin embargo, se han producido espacial y tem-
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Figura 6. Principales rutas migratorias del mundo y localizacién geogréafica de los brotes registrados del virus HSN1.

poralmente en zonas alejadas de los desplaza-
mientos de las aves migratorias por lo que podri-
an achacarse a movimientos de aves de corral in-
fectadas. Este patrén de dispersién propuesto pa-

ra aves silvestres es sin embargo dificil de explicar

por las migraciones de las aves (Figura 6). En el ca-
so de que las aves migratorias fueran el vector prin-
cipal de dispersidn del virus esperariamos que el vi-
rus se expandiera de forma principal a lo largo de

la ruta migratoria y secundariamente saltara a otras



vias migratorias cercanas. Sin embargo, el patrén de
dispersion que ha seguido el virus es totalmente opues-
to, siguiendo una direccién perpendicular a la de las
rutas migratorias. Es también curioso que la direc-
cién principal de dispersién haya sido en direccién
noroeste, cuando las aves migratorias migran ha-
cia el sur durante el periodo de dispersién. Todo
esto hace que la informacién existente no aporte
pruebas concluyentes sobre la importancia de las
aves migratorias en comparacion a otras vias de dis-
persion, principalmente comercio de aves. Es decir,
se puede dar dispersién por transporte y comercio
de aves de corral o por aves migratorias, pero en la
actualidad desconocemos la importancia relativa de

estas dos vias de transmision.

La migracién en Europa occidental sigue una di-
reccion principal Norte-Sur y las zonas afectadas
hasta el momento por la cepa H5N 1 quedan fue-
ran de las zonas mas frecuentadas por las aves que
migran a través de Espafia (Figura 7). El riesgo,
por tanto, de que se transmita la enfermedad por
Espafia y el resto de Europa occidental es relati-

vamente bajo en estos momentos.

Figura 7. Localidades de recuperacién de anillas ICONA en
el extranjero durante 2002

Las aves infectadas se detectan mediante el aisla-
miento del virus, a partir de raspados cloacales o
laringeos, en huevos embrionados de gallina. Tam-
bién se puede identificar a un ave portadora por

amplificacién de secuencias especificas del geno-
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ma viral mediante la reaccién en cadena de la po-
limerasa (RT-PCR). La presencia de anticuerpos es-
pecificos en el suero nos indica que el ave estd o
ha estado infectada por alguno de los subtipos vi-
rales. El control de los virus de la gripe en las aves
silvestres es muy complicado debido al gran nu-
mero de subtipos virales circulantes, a la alta fre-
cuencia de intercambio genético que da lugar a nue-
vas cepas, a la gran diversidad de especies de aves
susceptibles, a la gran variedad de habitats que
ocupan y a sus diferentes, complejos y a veces im-
predecibles comportamientos. Por este motivo, las
medidas de prevencién deben incluir el control de
las aves silvestres, principalmente las acuaticas
migratorias. En Espafia se lleva a cabo un Plan de
Vigilancia de Gripe en Aves para el muestreo sis-
temdtico de virus gripales en poblaciones repre-
sentativas de aves silvestres y de corral, a cargo del
Ministerio de Agricultura, en colaboracién con el Ins-
tituto de Investigacion en Recursos Cinegéticos
(CSIC). Ademas, es importante evitar el contacto
directo entre las aves silvestres y las de corral, con-
trolar el comercio de aves y mantener un control

sanitario sistemdtico de las explotaciones avicolas.

5. La gripe aviaria en las aves domésticas

La gripe aviaria como problema clasico

de sanidad animal

La gripe aviaria o del pollo, es una enfermedad vi-
ral, altamente contagiosa, que afecta a una gran
variedad de aves, tanto domésticas como silves-
tres, y que puede cursar desde una forma clinica
leve, o incluso asintomética, hasta una forma

aguda y mortal.

Atendiendo a la severidad de la enfermedad, se dis-
tinguen dos formas de gripe aviaria:

« Gripe aviaria de alta virulencia (HPAI, Highly
Pathogenic Avian Influenza), que causa una enfer-
medad aguda con alta mortalidad.

« Gripe aviaria de baja virulencia (LPAI, Low
Pathogenic Avian Influenza), que causa, en gene-

ral, una enfermedad leve.

La forma aguda se describid por primera vez en Ita-
lia en 1878 como una enfermedad grave de las ga-
llinas que se denomind Peste aviar, término ac-

tualmente en desuso. Desde 1959 se han descri-
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to 25 brotes de gripe aviaria de alta virulencia en
todo el mundo. De ellos, 12 los han producido ce-
pas del subtipo H7 y 13 del H5. De los 25 brotes,
18 se han producido en pollos, 5 en pavos y 2 en

varias especies de aves silvestres.

Aunque los subtipos H5 y H7 son predominantes
en los brotes de gripe aviaria de alta virulencia, no
todos los virus de esos subtipos son virulentos. Co-
mo se ha indicado anteriormente, la hemagluti-
nina de los virus causantes de los brotes de gripe
aviaria de alta virulencia posee unas especiales
caracteristicas moleculares que la diferencian de
la de los virus de baja virulencia. Otros factores ge-
néticos también parecen estar involucrados en la
patogenicidad de las cepas. Los virus de baja vi-
rulencia pueden mutar o combinarse con otras
cepas y transformarse, tras circular durante cier-
to tiempo en una poblacién de aves, en virus de
alta virulencia. Por ejemplo, en lItalia en los afios
1999 y 2000, y en Holanda en 2003, se produje-
ron sendas epizootias de gripe aviaria de alta vi-
rulencia causadas por virus de los subtipos H7N'1

y H7N7, respectivamente, que se originaron por

mutacion de un virus de baja virulencia del mis-
mo subtipo. Esta transformacién se produjo a las
pocas semanas de la introduccidn del virus de ba-

ja virulencia en las aves de corral.

Es dificil determinar el origen de una infeccién en
una explotacién avicola pero una parte de los bro-
tes podrian comenzar con el contacto directo o in-
directo con aves silvestres. La transmision aérea
es importante cuando la densidad de animales es
alta. El virus se encuentra en grandes cantidades
en las heces y en las secreciones nasales y orales
de las aves infectadas y resiste activo largos pe-
riodos de tiempo. En otros casos el virus entraria
en la explotacién con la introduccién de nuevos
animales, utensilios o personas. Una vez introdu-
cido en una explotacion, el virus se disemina a
través del movimiento de las aves infectadas, del
agua de bebida, del equipo y utensilios contami-
nados, del personal, etc. Se ha demostrado que el
virus puede resistir hasta 8 dias en heces de aves
y 4 dias en aguas contaminadas. Como se ha des-
crito antes, las aves silvestres también pueden

transmitir los virus responsables a grandes dis-



tancias siguiendo sus rutas migratorias (Sturm-Ra-
mirez et al., 2005).

El periodo de incubacién de la HPAI es normalmente
de 3 a 7 dias, dependiendo del virus causante y de
la especie y la edad del ave. Muchos animales
aparecen muertos repentinamente sin signos pre-
monitorios. El resto de los animales puede presentar
depresidn e inapetencia, plumas erizadas, diarrea,
cresta y barbillas tumefactas y ciandticas, edema
en la cabeza y alrededor de los ojos, excrecién
mucosa de los orificios nasales y de la cavidad
oral, cese de puesta de huevos, dreas de hemorragia
difusa en las patas y dificultad respiratoria. La
muerte suele ocurrir dentro de las 48 h a partir de
los primeros sintomas y puede afectar entre el
50y el 100% de los animales (Fenner, 1999). En
los casos de LPAI se observan, generalmente, di-
ficultad respiratoria leve, depresién y reduccién

de la produccién de huevos.

Prevencién y control de la gripe aviaria
La HPAI es una enfermedad de declaracién obligatoria

y la Oficina Internacional de Epizootias (O.I.E.) la

incluye en la “lista A" dado su caracter de enfermedad
muy contagiosa y de gran importancia econémi-
ca. La legislacidn europea relativa al control de la
gripe aviaria se basa en las directivas 92/40/EEC y
92/66/EEC, segln las cuales todo brote sospe-
choso debe ser investigado y, en el caso de con-
firmarse una gripe aviaria de alta virulencia, se de-
beran tomar las medidas apropiadas como son el
sacrificio de las aves de las explotaciones infecta-
das y la cuarentena de la zona afectada. En la ac-
tualidad esta normativa estd en proceso de revi-
sién en funcién de la experiencia acumulada en los
ultimos afos. Las drasticas medidas de control y
erradicacién de un brote de gripe aviaria pueden
tener enormes consecuencias econémicas y so-
ciales. Por ejemplo, el brote de gripe aviaria acae-
cido en el norte de Italia entre 1999 y 2000, uno
de los mas graves registrados en Europa, obligé al
sacrificio de mas de 14 millones de aves de corral,
lo cual produjo el colapso de la industria avicola
del pais durante varios meses y ocasiond pérdidas
directas de mas de 100 millones de euros. Las con-
secuencias econémicas y sociales derivadas de la

actual epizootia en Asia son incalculables y se mul-
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Figura 8. Sacrificio masivo de animales en una granja afec-

tada por gripe aviaria.

tiplican debido a la deficiente infraestructura sa-

nitaria de los paises afectados.

Las medidas profilacticas en las explotaciones
aviares son de vital importancia para evitar la
entrada y la diseminacién de un brote de gripe
aviaria. En dreas donde es frecuente la presen-
cia de aves acuaticas, la explotacién de aves de
corral en régimen abierto es muy arriesgada.
Es fundamental el control del trafico de perso-
nas y de la entrada de nuevos animales. Son
cruciales también las medidas higiénicas pre-

ventivas como la limpieza y la desinfeccién fre-

cuente de las instalaciones. En ausencia de me-
didas de control adecuadas, una epizootia de gri-

pe aviaria puede durar afios.

De acuerdo con la directiva europea 92/40/EEC se
puede utilizar la vacunacién frente a la gripe avia-
ria para suplementar las medidas de profilaxis re-
comendadas (Capua and Marangon, 2003). Las
vacunas, fabricadas con virus inactivado, son efi-
caces en la prevencion de la enfermedad y en la
reduccién de la mortalidad. A pesar de ello, la ta-
sa de proteccion no es del 100% y tampoco se im-
pide la eliminacién de virus por las aves infecta-
das por lo que, a veces, puede ser contraproducente
su uso. El principal problema de cualquier tipo de
vacuna para controlar la gripe aviaria es la falta de
reactividad cruzada entre unas cepas virales y
otras. Por ello serfa necesario formular una vacu-
na polivalente o, en su defecto, esperar a la iden-
tificacion de la cepa causante del brote para pro-
ceder a la fabricacién de la vacuna. La vacunacién
presenta, por otro lado, serios problemas de ad-
ministracion ya que ha de inyectarse a todas y ca-

da una de las aves de una explotacién. Por otro la-



do, la alta virulencia de algunos virus impide el uso
de huevos embrionados para su fabricacién ya
que matan al embrién al poco tiempo de su ino-
culacién. Para solventar este problema, en la ac-
tualidad se estan desarrollando prototipos de va-
cunas frente al virus HSN1 en los que se ha reducido

su virulencia mediante técnicas de genética inversa.

Caracter zoon6tico de la gripe aviaria

Desde 1997 se han registrado infecciones en se-
res humanos a partir de virus aviares de alta vi-
rulencia de los subtipos H5N1, H7N7 y HON2
que han producido enfermedad de gravedad va-
riable incluida la muerte de algunos individuos
afectados (WHO, 2005). Para llegar a infectarse,
una persona debe tener un contacto directo con
las aves afectadas o con sus excreciones por lo que,
normalmente, se considera como una infeccién ocu-
pacional que afecta al personal asociado con la in-
dustria avicola: granjeros, matarifes, veterinarios,
etc. En la mayoria de los casos, la infeccidn pro-
duce solo una conjuntivitis y no suele haber re-
acciones sistémicas. S6lo grandes epidemias de gri-

pe aviaria de alta virulencia, como las que estdn

ocurriendo recientemente en Asia, con una masi-
va diseminacién de virus al medio, aumenta las opor-
tunidades de exposicion de las personas y, consi-
guientemente, de infeccién. Por otro lado, también
se incrementan las posibilidades de que virus hu-
manos y aviares intercambien segmentos génicos.
Esta situacién puede ocurrir cuando las personas
se infectan simultdneamente con ambos tipos de
virus. Cuanto mas frecuentes sean las coinfeccio-
nes mayor serd la probabilidad de que emerjan sub-
tipos de virus completamente nuevos que pose-
an las caracteristicas genéticas suficientes que les
permitan una transmision eficiente de persona a

persona.

La gripe en otros animales domésticos

Los virus de la gripe pueden infectar y producir en-
fermedad gripal en otros animales domésticos
principalmente en cerdos y en caballos. Recientemente
también se ha descrito la infeccidn de perros a par-
tir de virus de caballos (Crawford et al., 2005).

La gripe porcina se describid por vez primera al mis-

mo tiempo que la pandemia de gripe de 1918 y
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en la actualidad estd extendida ampliamente por
todo el mundo. Es una enfermedad respiratoria muy
parecida a la gripe humana que esta producida por
tres subtipos distintos de virus. Tiene una reper-
cusién econémica importante ya que produce un
retraso en el crecimiento y, en ocasiones, abortos.
La enfermedad gripal suele complicarse con in-
fecciones secundarias con otros microorganismos.
No es una enfermedad de declaracién obligato-
ria y no existe una normativa especifica para su
control. Existen vacunas para la gripe porcina con
una eficacia limitada aunque la vacunacién no es
frecuente en nuestro pais. Los cerdos son suscep-
tibles a la infeccién con virus aviares y humanos
por lo que se les considera “cocteleras” en las que
se pueden producir cepas nuevas de composicién
mixta capaces de infectar a los seres humanos
(Wuethrich, 2003). Es aconsejable, por tanto, evi-
tar el contacto directo de las aves silvestres acua-

ticas con las explotaciones porcinas.

6. Deteccidn e identificacion

de virus gripales. Sistemas de alerta

Descripcién del cuadro clinico

de la gripe aviaria en humanos

En la mayoria de los casos, la enfermedad huma-
na parece iniciarse con un cuadro respiratorio agu-
do con fiebre (temperatura >= 38° C), tos, dificultad
respiratoria y malestar general, que evolucionan
hacia un cuadro grave con “distress” respiratorio,
que aparece después de una neumonia viral que
presenta alteraciones radioldgicas inespecificas.
Entre los casos de Vietnam y Tailandia de los que
se tiene una descripcidn detallada del cuadro cli-
nico (Tran et al., 2004), se ha observado una mar-
cada linfopenia y es frecuente la apariciéon de un
cuadro diarreico. Puede haber casos que presen-
tan cuadros muy alejados de un sindrome gripal,
lo que puede hacerlos irreconocibles (de Jong et
al., 2005).

La letalidad entre los casos hospitalizados es alta,
ocurriendo la muerte entre los 6 y los 29 dias des-

de el inicio de los sintomas (mediana de 9 dias).
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Tabla 1
DEFINICION DE CASO SOSPECHOSO

- Fiebre (>38°C) y sintomas respiratorios
(tos o dificultad respiratoria)

* Cualquier otra enfermedad muy grave
sin diagndstico alternativo

ALGUNO DE LOS SIGUIENTES
ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS

+ Viaje a dreas afectadas y contacto
con aves o cerdos

+ Contacto cercano con posible caso

* Posible contagio por el tipo de trabajo
desempeniado (accidente laboratorio y
otros supuestos, como trabajo con aves
sospechosas de estar infectadas)

DEFINICION DE CASO CONFIRMADO

Persona en cuyo diagndstico se han encontrado
alguno de los siguientes resultados de
laboratorio:

* PCR positiva para virus de la gripe AH5

» Cultivo positivo para virus de la gripe AH5
(solo se realiza en LBS 3)

+ Deteccidn por IF de antigenos del subtipo de
virus gripal AH5

+ Presencia de anticuerpos séricos especificos
frente a gripe AH5 o su aumento significativo

La mayoria de los casos descritos han ocurrido
entre 2 y 4 dias tras la exposicién, aunque re-
cientemente se tiende a considerar periodos de in-

cubacién de mas de 8 dias.

Deteccién de la infeccién

humana por gripe aviaria

Ante la aparicién de un caso humano de gripe
en el que se sospeche la infeccién por gripe
A/H5N1, debe procederse inmediatamente al diag-
ndstico virolégico del mismo, que se llevard a
cabo en el laboratorio autonémico o en su de-
fecto en el Centro Nacional de Microbiologia
(CNM). En cualquier caso el diagndstico se ve-
rificard siempre en el CNM. En la Tabla 1 se re-
coge la definicién de caso sospechoso y de ca-
so confirmado. Las muestras més adecuadas
para realizar el diagndstico consisten en secre-
ciones respiratorias y dos muestras de suero
(tomadas en las fases aguda y convaleciente)

http://www.who.int/csr/disease/avian_influen-

za/guidelines/humanspecimens/en/. En la Figu-

ra 9 se presenta un diagrama de la actuacién y

el flujo de informacién que debe ponerse en mar-
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Figura 9. Esquema del proceso de identificacién de un posible caso humano de gripe aviaria y de la transmisién de informacién que

se genere. Con tridngulos se indican los laboratorios localizados en las CCAA, que forman la Red de Laboratorios Espafioles de Gripe.

cha ante la deteccién de cualquier caso sospe-

choso o confirmado de gripe aviaria.

Diagndstico

La identificacidn y caracterizacidn de los virus del
tipo aviar AH5N1 se lleva a cabo esencialmen-
te de la misma manera que la de los virus gri-

pales que producen los brotes anuales habitua-

les en cada invierno, aunque existen algunos
criterios a tener en cuenta para poder asegurar
los niveles de bioseguridad imprescindibles al
trabajar con virus de potencial pandémico. La Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS) ha publicado
una serie de “guias” para la toma de muestras y
el procesamiento de las mismas o de productos

que puedan contener virus A H5N1 infeccioso
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(http://www.who.int/csr/disease/avian_influen-

za/guidelines/humanspecimens/en/ ;

http://www.who.int/csr/disease/avian_influen-

za/guidelines/handlingspecimens/en/;

http://www.who.int/csr/disease/avian_influen-

za/guidelines/transport/en/)

Los ensayos que habitualmente se utilizan consisten
en la deteccidn del virus, sus antigenos o sus ge-
nes (métodos directos) o bien de la presencia o del
aumento significativo de los niveles de anticuer-

pos especificos (método indirecto).

El aislamiento del virus se realiza inoculando las
muestras clinicas en cultivos celulares o en huevos
de gallina embrionados. Su crecimiento en estos subs-
tratos (Figura 10) se puede demostrar por IF con an-
ticuerpos monoclonales o bien por la capacidad
hemaglutinante de los fluidos del embrién o de los
sobrenadantes de los cultivos. En el caso de sospecha
de gripe aviaria, el cultivo ha de llevarse a cabo en
un laboratorio de nivel de bioseguridad 3 (BSL 3)
para evitar la infeccién del personal de laboratorio

y la diseminacién del virus a la comunidad.

IF con AcMc

DIAGNOSTICO

Aislamiento en C.Cels

I.Hemaglutinacion:
- Diagnéstico seroldgico
« Caracterizacién antigénica

ITOTmMmOMNW>>

Figura 10. Esquema del proceso de aislamiento y caracteri-
zacién de un aislado viral.

Los antigenos del virus AH5N1 pueden detectarse
también por una serie de técnicas inmunoldgi-
cas que incluyen la inmunofluorescencia (IF) o
el enzimoinmunoanalisis (EIA) en las secrecio-
nes respiratorias, mediante el uso de anticuer-
pos monoclonales (Zambon, 1998). En los dlti-

mos afios se han comercializado pruebas rapi-



das, en muchos casos basadas en ELISAS en
membrana, cuya sensibilidad y especificidad pre-
senta un amplio rango de variacién. Pueden de-
tectar los virus del tipo A, aunque sin diferenciar
el subtipo, por lo que su aplicacién fundamen-
tal seria el “cribado” de las muestras, para diri-
gir el diagndstico especifico a los casos mas im-

portantes.

Entre los ensayos para la deteccidn de genes vi-
rales, los de mayor aplicacién son los basados en
amplificacién por RT-PCR. La amplificacién de los
genes de proteinas estructurales internas suele
ser la base para la identificacién del género Vi-
rus Influenza tipo A (Coiras et al., 2003). Se com-
binan con los ensayos especificos para la de-
teccién de los distintos tipos de HA y NA, cu-
yos iniciadores o primers se disefian en estos
genes. En el caso de los virus AH5N1 se utilizan
todas las modalidades de RT-PCR, como PCR
anidadas, sencillas o mdltiples, a tiempo real,
seguidas de hibridacién o formando parte de
microarrays. La sensibilidad de muchos de estos

ensayos puede superar la del cultivo del virus. Los

laboratorios especializados en vigilancia de gri-
pe , como el CNM en Espafia, han ido desarro-
llando sus propios ensayos de PCR para diagnosticar
AH5NT. En este momento empiezan a aparecer
también kits comerciales, que serén de gran ayu-
da para muchos laboratorios pequefios. El ana-
lisis por PCR no requiere el uso de un laborato-
rio de alta seguridad (BSL 3), ya que los méto-
dos de extraccion de &cidos nucléicos suelen

destruir la infectividad del virus.

Entre los métodos descritos, los de andlisis gend-
mico y el cultivo del virus son los mas utilizadas
gracias a su versatilidad, ya que permiten detec-
tar virus muy heterogéneos. Esto tiene gran im-
portancia en el caso de las infecciones gripales,
cuyo cuadro clinico comparte sintomas y signos con
los producidos por diferentes virus respiratorios
como adenovirus, parainfluenza y otros (Coiras et
al., 2004; Templeton et al., 2004). Estos dos tipos
de ensayos presentan también la ventaja de cons-
tituir el primer nivel en el proceso de caracteriza-
cién del virus. Para la caracterizacién antigénica

es imprescindible realizar el aislamiento del virus,
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Ca

RT-PCR anidada y miltiple

659 bp
583 bp

140 150 160 38
KCAGTCACECG TTTAAATTATGTTGCATTGCAG A

genética

AlMhailand/2-SP-33/2004
AlehickenVistnam/HD1/2004
= AlThailand/1-KAN-1/2004
— AlchickeniThailand/Tak-01/2004
7 Alchicken/Thailland/Makomsawan
Alchicken/Thailand/Banghkobk/01

I#Nhlﬂawwﬂm’-

08 AManoiDN2004
— ANietNam/30&2/2004
— AfbirdMhailand/3, 1/2004
58 Alwhitep:
3 AfVietNam/1184/2004
54 Alietham/ 120372004
AlehickenKi2133.1/2003
Alehicken/Guangdong/1 74/04
Alchickenfindonesial+f2004
70 Alchickenfindonesiar2ar2003

Alchicken/Jlin/V2004
AlduckiHongkong/2088.1/2000

racterizacion

[}

fo/Thailand/CU-11/04

85

AlduckiAnyanglAVL-1/2001
AlduckiFujian/01/2002

Alenviron/HongKong/437-10/00
AlchickenHongong/217.572001

Alswine/Shandong/2/03
Algoose/Guangdong/ 1166
AlHongKong/481/87

AHongkang/ 158087

AlduckMongKong/p48a7

Figura 11. Esquema del proceso de caracterizacién de la secuencia

pero la caracterizacién genética puede llevarse a ca-
bo a partir de la amplificacién de los genes de la
HA'y NA (Figura 11).

Los ensayos seroldgicos sirven para determinar de

manera indirecta si se ha producido infeccién por

25| AlHONKong4BMA7T
sd— AlehickenHongiongi 1203107
48 AlHongkongfaTio8

0.005

Secuencia y Filogenia

y filogenia de un aislado viral.

el virus mediante la medida de anticuerpos espe-
cificos. En el momento actual, la existencia de an-
ticuerpos frente a gripe AH5 podria considerarse in-
dicativa de la infeccidn reciente por este de virus,
puesto que este suptipo no ha estado circulando
en nuestro entorno. En todo caso, se recomienda
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la toma de dos muestras de suero correspondien-
tes a las fases aguda y convaleciente de la enfer-
medad, a fin de poder comprobar la aparicién de
los anticuerpos o su refuerzo significativo. Para el
diagndstico de AH5 en el momento actual, la téc-
nica de inhibicién de la hemaglutinacién (IH) es una
buena eleccidn por su especificidad. Se basa en la
inhibicién de una propiedad de los virus gripales,
que es la de aglutinar hematies de animales de dis-
tintas especies. La HA de todos los virus gripales
se une a los receptores de los eritrocitos forman-
do una especie de red y evitando la sedimentacién
de los mismos, lo que impide la formacién de un
precipitado en forma de botdn rojo, muy visible.
Cuando una cantidad determinada de virus se
mezcla con diluciones de suero que posee anticuerpos
frente a H5, estos neutralizan al virus e inhiben su
capacidad hemaglutinante, apareciendo el botén

rojo por la sedimentacién de los hematies.

Caracterizacion de los virus
Se lleva a cabo atendiendo a dos aspectos del vi-
rus (antigénico y genético) relacionados entre si,

aunque no totalmente equivalentes. El genotipo se

Hemaglutiniva H5

AfThalland/2-5P-33/2004

Alchicken/Vietnam/HD1/2004

— A/Thailand/1-KAN-1/2004

— Alchicken/Thailand/Tak-01/2004

AlchickenThailand/Nakomsawan

Afchicken/ThailandBangkok/01
AlVietNam/3046/2004

92| a9 AlHanoi03r2004

— ANietNam/3062/2004

— A/bird/Thailand’3. 1/2004

9 AswhitepeafoThailand/CU-11/04
3 5! AVietNam/ 119472004

54 AfvietNam/ 12032004
AlchickenMi2133.1/2003
Alchicken/Guangdong/174/04
Alchicken/ndonesia/4/2004
70 Alchickenindonesia2A2003
— A/chickenv 2004
Arduck/HongKong/2986. 172000
Alchicken/Hongkong!31.4/02
Alduck/Shanghaif3s/2002
Alduck/Amyang/AVL-172001
77 AdUCK/FUjian'D 1/2002
AlenvironHongrongy437-10/99
Avehicken/HongKong317 52001
Adswine/Shandong/203
AlgooseiGuangdong/ /96

AMongKong/481/97
AHONGKong!156/97
AjduckiHongKong/pd6/a7
35| A/HongKongi4B6/57
3 E Ajchicken/HongKong! 1203/97
46 A/HongKong97/98

95

0.005

Figura 12. Andlisis filogenético de los virus HSN1 mediante
caracterizacién de las secuencias de los genes de la hemaglutinina.

realiza mediante la secuenciacién de la HA y la NA,
seguida de su andlisis filogenético (Figura 12). El ana-
lisis fenotipico o antigénico se realiza mediante

inhibicién de la hemaglutinacién cruzada, entre



un repertorio de virus mas o menos cercanos en-
tre si'y sus antisueros correspondientes, obtenidos
inoculando hurones, que son animales que pade-
cen una infeccién semejante a la humana.Aunque
no hay una correlacién absoluta entre los perfiles
de inhibicién de la hemaglutinacién de las cepas
variantes dentro de un determinado subtipo y el
arbol filogenético originado al comparar sus se-
cuencias, se observa una tendencia parecida en la
evolucidn de los mismos. El andlisis antigénico se
ha mantenido sin grandes modificaciones desde su
inicio en los afios 50, hasta hace unos dos afios en
que la aplicacién de moderna metodologia esta-
distica ha permitido una cuantificacién fiable de los
resultados de los ensayos. Se ha podido compro-
bar que la evolucién genética avanza de forma
gradual mientras la antigénica lo hace de forma dis-
continua (Smith et al., 2004) ya que no siempre los
cambios genéticos tienen una repercusion seme-

jante en la capacidad antigénica de las proteinas.

En el caso del andlisis de los virus H5N 1 actuales,
la disponibilidad de las amplias bases de datos de

secuencias de virus gripales, ha facilitado su com-

paracion con virus H5 aislados de aves a lo largo
de un periodo de 50 afos. Los estudios filogené-
ticos realizados han permitido situar al virus en-
tre sus ancestros, en el linaje euroasiatico e iden-
tificar mutaciones relacionadas con su virulencia
y su posible transmisibilidad (Iwatsuki-Horimoto
et al,, 2004; Li et al., 2004), ayudando a com-

prender el brote y sus posibles consecuencias.

Red para la vigilancia de la gripe en Espafia

En 1992 comenzé a funcionar en Espafia un sis-
tema especifico para la vigilancia de la gripe que
estd formado por un conjunto de redes autoné-
micas. En cada CCAA se ha organizado a tal fin una
red de médicos centinelas, coordinada por el Ser-
vicio de Epidemiologia correspondiente, y un La-
boratorio de Virologia. La red nacional esta coor-
dinada por el Instituto de Salud Carlos Ill (Centro
Nacional de Microbiologia, CNM, en su vertiente
viroldgica y por el Centro Nacional de Epidemio-

logia, CNE, en la epidemioldgica y clinica).

El funcionamiento del sistema se basa en la iden-

tificacién de casos de gripe por los médicos cen-
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tinelas que realizan la toma de muestras de los pa-
cientes y las envian a los laboratorios para ser
analizadas. Se ha disefiado un protocolo de trabajo
que recoge tanto los aspectos clinicos y epide-
mioldgicos, definiciones, criterios y fichas, como
los viroldgicos, técnicas de identificacién de los vi-
rus, caracterizacién de los mismos desde el pun-
to de vista genético y antigénico y criterios para

su clasificacion.

Los dos aspectos deben ser capaces de proporcionar
semanalmente una serie determinada de datos
que se analizan conjuntamente y suministran in-
formacidn al sistema sanitario espafiol, al europeo
(EISS) y a la OMS. Parte de esta informacién es-
td disponible para la consulta publica en

http://cne.isciii.es/htdocs/ve/ve.htm.

Actualmente la vigilancia y el diagndstico de la gri-
pe aviaria HS5N1, se ha asumido por esta red de
vigilancia nacional. Existe una pag web del Minis-
terio de Sanidad y Consumo dedicada a ello:

http://www.msc.es/Diseno/enfermedadesLesio-

nes/enfermedades_transmisibles.htm . Ademas se

han determinado las actuaciones y el sistema de
flujo de informacién que se pone en marcha an-
te la aparicién de cualquier caso sospechoso de ser
una infeccién humana por el virus aviar segun se

observa en el diagrama de la Figura 9.

En el nivel europeo, en 1993, 6 paises, entre ellos
Espafia, iniciaron una red para la vigilancia de gri-
pe que se llamé European Influenza Surveillance
Scheme (EISS). Este sistema se ha desarrollado
abarcando a la mayoria de los paises europeos y
ha alcanzado un alto nivel en sus procedimientos
(Meijer et al., 2005). Por otra parte tres laborato-
rios espafioles participan en el sistema mundial de
vigilancia de gripe de la OMS, en el que se inte-
gran mas de 100 laboratorios. Existe por tanto
una estrecha relacién entre los laboratorios esparioles
e internacionales lo que permite compartir expe-
riencia e informacién acerca de lo que ocurre en

cualquier pais de forma inmediata.

Preparacion ante una posible pandemia
En los finales del siglo XX se detectaron en varias

ocasiones infecciones humanas por virus aviares,



Tabla 2

La gripe aviaria ;una nueva amenaza pandémica?

ESQUEMA DE LAS FASES A CONSIDERAR EN UNA PANDEMIA GRIPAL

Periodo Interpandémico

Fase 1: No se han detectado nuevos subtipos del virus de la gripe en personas. Los virus que circulan
en animales se consideran de riesgo bajo para el hombre

Fase 2: No se han detectado nuevos subtipos gripales en personas, pero en animales circula un
subtipo que representa un riesgo para el hombre

Periodo de Alerta Pandémica

Fase 3: Infeccién humana por nuevo suptipo. No transmisién persona-persona

Fase 4: Agrupaciones de pocos casos con limitada transmisién persona-persona

Fase 5: Agrupaciones mayores de casos. Transmision persona a persona sigue siendo localizada
(sugiere que virus estd aumentando su adaptacion al hombre)

Periodo Pandémico

Fase 6: Pandemia. Transmisidn elevada y sostenida entre la poblacién general.

Periodo Post-Pandémico

Vuelta al periodo interpandémico.

algunas tan alarmantes como la producida en
Hong Kong en 1997. Teniendo en cuenta que la
ultima pandemia se habia producido hacia unos
30 afios, era légico pensar que pudiéramos estar
acercandonos a una préxima pandemia y que era
necesario prepararse frente a ella. En el panora-

ma actual de la aldea global, el riesgo en relacidn

con pandemias anteriores podria estar aumentado
y los acontecimientos producirse con mayor ra-
pidez. En 1999 la OMS recomend? a los paises po-
ner a punto planes estratégicos de emergencia, a
fin de paliar el devastador impacto que una pan-
demia puede ejercer en la humanidad. Para ello

se requiere un alto grado de previsién y organi-
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zacion, tanto a nivel nacional como supranacio-
nal, en la Unién Europea, y finalmente en el ni-
vel mundial. La guia de actuaciones elaborada
por la OMS, basada en los datos de pandemias an-
teriores, ha servido para el disefio de los planes
pandémicos. En un primer apartado de la misma
se definen 6 fases predecibles agrupadas en tres
periodos que diferencian la actividad gripal habitual
y la pandémica (Tabla 2). La OMS se reserva el de-
recho a definir la fase en que nos encontrariamos

en cada momento.

El plan pandémico espariol (Plan Nacional de Pre-
paracién y Respuesta ante una Pandemia de Gri-
pe), que se encuentra en la web del Ministerio de
Sanidad, http://www.msc.es/Diseno/enfermeda-
deslLesiones/enfermedades_transmisibles.htm re-
coge estas indicaciones y destaca una serie de
puntos fundamentales: a) La Vigilancia gripal, en
el ambito humano y animal; b) La toma de me-
didas de control, que incluye posibles vacunas,
antivirales, antibiéticos y otros recursos; c) El flu-
jo de comunicacién entre los estamentos impli-

cados, asi como la organizacién de la informacidén

en todos los niveles, incluido el de la poblacién ge-
neral; d) El marco legal, imprescindible para actuar
en situaciones excepcionales. Por otra parte se
desarrollan una serie de érganos, como el Comi-
té Ejecutivo, con capacidad para tomar las deci-
siones y varios Subcomités que atienden los diversos
aspectos a considerar en la preparaciéon pandémica.
Las CCAA preparan a su vez sus planes parciales,
de forma que las acciones en los niveles autond-
mico y nacional estén armonizadas para alcanzar

la maxima eficacia.

La Unién Europea ha elaborado su propio plan
para coordinar las actuaciones de los paises miem-
bros, programar objetivos comunes, establecer las
normas de informacién y comunicacién y otros com-

promisos.
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7.Prevencion y Terapia

Vias de contagio

Los virus de la gripe se transmiten de persona a
persona a través de las secreciones respirato-
rias. Normalmente las particulas virales van en
pequefias gotas que se expulsan al toser o que
se producen como consecuencia de secreciones
nasales. El virus también se puede transmitir
por contacto directo o indirecto con superficies
contaminadas con el virus. Por ello durante el ma-
nejo de pacientes infectados con el virus gripal
se deben seguir las normas bésicas de higiene que
incluyen el lavado de las manos y el uso de

guantes.

En una situacién pandémica, la OMS recomienda
ademas que cualquier personal que entren en con-
tacto directo con los enfermos use mascarillas de

proteccién respiratoria (http://www.who.int/csr/di-

sease/avian_influenza/pharmainterven-

tion2005_11_3/en/index.html). En la actualidad

esta medida estd recomendada Unicamente pa-

ra aquel personal que entre en contacto con

aves infectadas o muertas por el virus H5N1

(http://www.who.int/csr/disease/avian_influen-

za/guidelines/en/Avian%20Influenza.pdf)

Reaccién inmune

Como frente a cualquier otra infeccidn, el sistema
inmune reacciona frente a una infeccién gripal
produciendo una respuesta humoral, que implica
la produccidn de anticuerpos, y una respuesta ce-
lular que conlleva a la produccidn de células citotdxicas
(CD8+) con capacidad de lisar células que estén
infectadas (revisado en (Cox et al., 2004). Se pro-
ducen anticuerpos mayoritariamente frente a cua-
tro antigenos virales (las proteinas NP, M1, HA y
NA), si bien los Unicos protectores son los dirigi-
dos contra la HA y NA. Mientras que los anti-
cuerpos anti-HA son neutralizantes y por tanto pre-
vienen la infeccidn, el principal efecto de los an-
ticuerpos anti-NA es reducir la liberacién del virus
de la célula infectada. La respuesta de anticuerpos
implica tanto la produccién de IgA que se secre-
tan en las mucosas de las vias respiratorias como
la produccién de una respuesta sistémica con pre-

dominio de las inmunogloblinas IgG e IgM.



La respuesta citotdxica estd dirigida principal-
mente contra las proteinas M y NP, y aunque
este tipo de respuesta no es protectora si con-
tribuye a eliminar el virus y a la recuperacién de

la infeccidn.

Vacunas inactivadas y atenuadas

En la actualidad en Espafia hay autorizados un
total de 14 vacunas antigripales para uso en hu-
manos. En todos los casos se trata de vacunas
inactivadas que contienen virus que se ha creci-
do en huevos de gallina embrionados. Las vacu-
nas son trivalentes pues contienen tres cepas vi-
rales, dos del tipo A (una cepa H1N1, y otra cepa
H3N2) y una cepa del tipo B que corresponden a
los virus que circulan en humanos en la actuali-
dad. Desde el punto de vista regulatorio el Unico
requerimiento de potencia es que cada dosis de
vacuna debe contener al menos 15 microgramos

de la HA de cada una de las tres cepas.

Una peculiaridad de las vacunas antigripales que
las distingue del resto de vacunas humanas es

que su composicion se revisa anualmente, como

FEBRERO. Reunién de la OMS en al que tras eva-
luar la situacién epidemioldgica a nivel mundial y
las caracteristicas antigénicas e inmunogénicas de
las cepas circulantes, se realiza una recomenda-
cién de los antigenos HA NA que deben estar pre-
sentes en la vacuna.

Se preparan virus reassortants que contienen los ge-
nes que codifican la HA y NA de las cepas reco-
mendadas por la OMS y el resto de los genes de la
cepa A/Puerto Rico/8/34.

Las comparifas fabricantes de vacuna realizan ensayos
de produccién piloto con los reassortants obtenidos.

ABRIL-MAYO. Tras considerar los resultados de los
ensayos piloto, y la situacién epidemioldgica europea,
la EMEA indica las cepas que se deben incluir en la
vacuna antigripal para Europa para esa temporada.

SEPTIEMBRE. La vacuna estd disponible en las farmacias.

Figura 13. Esquema de la actualizacién anual de la vacuna
antigripal.
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consecuencia de que las propiedades antigénicas
de la HA y NA de las cepas que circulan en la po-
blacién humana cambian gradualmente (deriva
antigénica). El procedimiento que se sigue anual-
mente para actualizar la composicién de la vacu-
na antigripal se esquematiza en la Figura 13,y
Ccomo se ve es un proceso muy ajustado en el
tiempo pues sélo transcurren 7 meses desde que
la OMS toma la decisidn sobre las cepas que tie-
nen que incluirse en la vacuna y el momento en

que las vacunas estan en las farmacias.

Las vacunas antigripales inactivadas que se co-
mercializan en la actualidad son de dos tipos: de
virus roto y de antigenos purificados. En ambos ca-
sos, el proceso de produccién implica la inactiva-
cién del virus crecido en embriones, generalmen-
te por tratamiento con formalina o beta-propio-
nolactona. Posteriormente el virus se concentray
se lisa en presencia de un detergente para obte-
ner las vacunas de virus roto. Si adicionalmente se
realiza una etapa posterior de purificacién que
enriquece en los antigenos HA y NA se obtiene la

vacuna de antigenos de superficie. La mayoria de

las vacunas antigripales no tienen ningtin adyu-
vante (compuesto que potencia la respuesta in-
mune frente al antigeno viral presente en la va-
cuna), y de tenerlo el Unico autorizado en la ac-
tualidad es el compuesto MF-59. Las vacunas que
incluyen este adyuvante inducen una mayor res-
puesta inmune en el vacunado pero como con-
trapartida producen un mayor nimero de reacciones

adversas.

La eficacia de la vacunas antigripales esta de-
terminada principalmente por dos factores: la
edad del vacunado y el grado de similitud anti-
génica entre la cepa presente en la vacuna y la
cepa que infecte al huésped. La eficacia es me-
nor en los mayores de 65 afios pues la respues-
ta inmune que induce la vacuna es menor en
personas de este grupo de edad. Por otro lado,
para cualquier grupo de edad la eficacia de la
vacuna aumenta cuanto mayor es la similitud
antigénica entre la cepa que infecta y la cepa in-
cluida en la vacuna. Las vacunas inducen altos ti-
tulos de anticuerpos frente a la HA, y previene

la infeccidn en un 70-90% de los adultos menores



de 65 afios. Estos porcentajes se reducen en la
poblacién de mayores de 65 afios, aunque en
este grupo de edad reduce las hospitalizaciones
y la mortalidad asociados a la infeccién con vi-
rus de la gripe. En Espafia la vacuna antigripal es-
td recomendada en personas mayores de 60-65
afios (segin CCAA) y en personas de cualquier
edad que tengan una patologia de base (por
ejemplo enfermedades crénicas cardiovasculares
o respiratorias) que se pueda agravar como con-

secuencia de la infeccidn gripal.

En EEUU desde el afio 2003 se comercializa una
vacuna antigripal trivalente de virus vivos ate-
nuados. La vacuna que se administra nasalmente
contiene tres virus recombinantes que contienen
la HA y la NA de las cepas recomendadas por la
OMS para esa temporada afio y el resto de los seg-
mentos de RNA de dos cepas paternas (una de ti-
po Ay otra de tipo B) que confieren las propiedades
atenuadas a las cepas presentes en la vacuna. De
momento estas vacunas solo estan indicadas pa-
ra adultos sanos de entre 5y 50 afios de edad. To-

dos los aspectos comentados en este apartado

han sido revisados recientemente (Prevention and
Control of Influenza. Recommendations of the
Advisory Committee on Immunization Practices
(ACIP). Morbidity and Mortality Weekly Report. 2005
/Vol. 54 / No. RR-8).

Vacunas pandémicas

Normalmente la autorizacién de comercializacién
de un medicamento es un proceso que implica
varios afios de desarrollo por parte del laboratorio
fabricante y un proceso de evaluacién de casi
un afio por la agencia evaluadora (Nacional o
Europea) que finalmente autoriza el medica-
mento. Es obvio que esta escala de tiempos no
permitiria disponer de una vacuna para hacer
frente a una pandemia que se extendiera por to-
do el mundo en un plazo de meses. Consciente
de esta situacion la EMEA, como agencia que
autoriza medicamentos a nivel europeo, ha de-
sarrollado un procedimiento de registro especial

(http://www.emea.eu.int). Este procedimiento

tiene ademas en cuenta dos peculiaridades que
chocan con la propia definicion de vacuna (y de

medicamento) y es que para que exista una va-
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cuna tiene que haber un agente infeccioso conocido
que produzca la enfermedad y que ademas se ha-
yan realizado ensayos clinicos que demuestren
que la vacuna es eficaz en prevenir la enferme-
dad. A fecha de hoy no hay virus pandémico, y
por ello no se conoce que virus debe incluirse en
la vacuna, y como es obvio al no haber vacuna
no hay ensayos clinicos que demuestren que es
eficaz. En las directrices desarrolladas por la EMEA
se indica que el laboratorio solicitante debe pre-
sentar un expediente base (“core” dossier) que
describa todo el proceso de produccién y que
incluya la preparacién de lotes de vacuna utili-
zando una cepa de virus de la gripe tipo A que
no sea de los subtipos H1 ni H3 que son los
componentes de las vacunas interpandémicas
anuales. El expediente debe incluir datos toxi-
colégicos y de inmunogenicidad de la vacuna.
Este expediente base lo evaluarad la EMEA si-
guiendo el procedimiento habitual para cual-
quier vacuna y si cumple los requisitos adecua-
dos de calidad, seguridad y eficacia se autoriza-
rd& como un registro de vacuna antigripal

pandémica. En una situacién futura, cuando la OMS

declare una pandemia, serd este organismo el
que indique cual serd la cepa que debe incluirse
en la vacuna. Los laboratorios fabricantes utili-
zaran dicha cepa para producir la vacuna conforme
al expediente base autorizado, y Unicamente ten-
dran que presentar una solicitud de variacién de
dicho expediente que recoja los cambios perti-
nentes debidos a la utilizacién de la cepa reco-
mendada por la OMS. Se prevé que la EMEA eva-
lGe esta documentacidn adicional en el plazo de
unos pocos dias de manera que si se cumplen los
requisitos adecuados se autorice rdpidamente

dicha vacuna pandémica.

Vias alternativas de vacunacién

Existen en fase de desarrollo otras alternativas a
las vacunas antigripales mencionadas en el apar-
tado “vacunas inactivadas y atenuadas”. Entre
ellas cabe destacar la utilizacién de vacunas re-
combinantes basadas en virus vacunales que ex-
presen la HA y la NA viral, el uso de proteina HA
expresada en células de insecto y vacunas de DNA
que codifica antigenos virales. Los resultados ob-

tenidos en animales de experimentacién son pro-
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Figura 14. Actividad de los inhibidores

de la NA. En la situacién natural en

ausencia de inhibidor (parte superior) el
ng virus sale de la célula infectada y queda
retenido en la superficie de la misma por
interacciones de la HA con componentes
celulares que contienen 4cido silico. La
NA actia sobre estas uniones
rompiendo el acido sidlico y permitiendo
asf que el virus se libere y pueda infectar
una nueva célula. En presencia del
inhibidor de la NA (parte inferior), la

El virus NO se libera de la célula

metedores aunque las vacunas deben caracterizarse
en mayor detalle antes de puedan registrase co-

MO vacunas para uso en humanos.

Antivirales

Son medicamentos que a diferencia de las vacu-
nas no van a inducir respuesta inmune protecto-
ra frente a la infeccién. Se trata de compuestos qui-
micos con capacidad de neutralizar alguna funcién

del virus y de esta manera reducir la capacidad del

actividad de la NA estéd inhibida y por
ello el virus recién producido no puede
liberarse de la célula y por tanto no
inicia una nueva infeccién.

virus de reproducirse en el huésped. Los antivira-
les se pueden usar de manera profilactica (antes
de estar infectado) para prevenir o minimizar la in-
feccién, o de manera terapéutica para tratar una

infeccién ya existente.

Actualmente existen a nivel mundial sélo cuatro
antivirales autorizados como medicamentos: dos
conocidos como adamantanos (la amantadina y

la rimantidina) y dos conocidos como inhibidores



de la NA (el zanamivir y el oseltamivir). Exceptuando
la rimantidina, los otros tres antivirales estan au-
torizados en Espafia. Este hecho no supone que exis-
ta una laguna terapéutica, pues la actividad de
ambos adamantanos es similar y de hecho la ri-
mantidina no estd autorizada en muchos otros

paises del mundo.

Los adamantanos se unen a la proteina M2 inhi-
biendo su actividad de canal idnico, y de esta ma-
nera bloquean una etapa temprana de la infeccién
viral (véase apartado 1) Los inhibidores de la NA
acttian en la fase tardia de la infeccién inhibien-
do la actividad enzimética de la NA que va a evi-
tar que los viriones formados se agreguen y que-
den asociados a la membrana de la célula de la que

han salido (Figura 14).

Los tres antivirales autorizados en Espafia difieren
en muchas propiedades, algunas de las cuales se
resumen en la Tabla 1 (Moscona, 2005). Como
puede verse en la Tabla en lo que respecta a efec-
tos adversos, el peor perfil corresponde a los ada-

mantanos que producen cominmente alteracio-

nes gastrointestinales y del sistema nervioso cen-
tral. Los inhibidores de la NA tienen un buen per-
fil de seguridad causando efectos adversos leves
y s6lo muy raramente se han descrito procesos de
broncoespasmo en pacientes con asma. Los ada-
mantanos llevan usdndose mas de 30 afios, mien-
tras que los inhibidores de la NA son medica-
mentos recientes y llevan menos de cinco afios au-
torizados en Europa. Por ello hay una mayor
informacién sobre los inhibidores de la proteina
M2 que sobre los inhibidores de la proteina NA.
El zanamivir y el oseltamivir son eficaces tanto fren-
te a virus de tipo A y B, mientras que la rimanti-
dinay la amantadina Ginicamente acttan sobre vi-

rus de tipo A.

Los estudios realizados hasta la fecha en condiciones
interpandémicas indican que los cuatro antivira-
les cuando se usan en tratamiento terapéutico
tienen un efecto modesto, pues Uinicamente reducen
en un solo dia los sintomas de la enfermedad gri-
pal y este efecto sélo tienen lugar cuando el an-
tiviral se administran antes de las 48 horas desde

el inicio de enfermedad.
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Antiviral

Amantadina

Oseltamivir

Zanamivir

Efectos adversos mas
habituales (% de
personas que sufren
los efectos)

Comunes (5-10%):
Efectos gastrointestinales
y sobre el sistema
nervioso central

Comunes (5-10%):
Nausea, vémitos, y dolores
de cabeza

Muy raros:
broncoespasmo en
pacientes con asma

Uso en nifios

No recomendado

No recomendado en nifios
de menos de 1 afo de edad

No apropiado para nifios
menores de 5 afios

Formulaciones/period
de validez

Tabletas /5afos

« Cépsulas/ 5 afios

+ Polvo para suspensidn
oral/ 5 afios

« Férmula magistral para
preparara solucién oral/
10 arios

Polvo para
inhalacsion/ 5 afios

Forma de
administracion)

Oral

Oral

Inhalacién usando

un dispositivo especial
que se proporciona
con el medicamento

Indicaciones
autorizadas

Tratamiento de la
enfermedad y profilaxis

Tratamiento de la
enfermedad y profilaxis

Tratamiento
de la enfermedad

Tabla 3. Propiedades e indicaciones de los antivirales especificos para virus de la gripe

En relacién con el uso profilactico, estudios clinicos tudios con ambos inhibidores de NA que de-

con amantadina y rimantidina indican que su efi- muestran que los dos farmacos poseen una efi-
cacia oscila entre un 70 y un 90%. Entre los in- cacia profilactica similar (entre 67 y 84%) y si-
hibidores de la NA sélo estd autorizado el osel- milar a la alcanzada por los inhibidores de la pro-

csiC tamivir para profilaxis. No obstante, existen es- tefna M2 (http://www.emea.eu.int).



Aparicién de virus resistentes,

mecanismos de resistencia y patogenicidad
de virus resistentes

Los virus, como todos los seres vivos, cuando se
multiplican producen algunas particulas virales
que llevan alteraciones en su genoma. En la ma-
yoria de los casos estos cambios reducen la efi-
cacia del virus para completar un nuevo ciclo vi-
ral. En otros casos, sin embargo, pueden dar una
ventaja selectiva al virus. Este seria el caso si la mu-
tacion convierte al virus en resistente al antiviral
y le permite completar su ciclo infectivo ain en
presencia del mismo. Dado que la efectividad de
un tratamiento antiviral estd en gran medida de-
terminada por la aparicidén de virus mutantes re-
sistentes al farmaco, éste es un aspecto especial-
mente relevante cuando se habla de antivirales. Se
ha descrito repetidamente la aparicién de virus re-
sistentes a los adamantanos cuando estos com-
puestos se han usado en terapia. Los virus resis-
tentes aparecen muy rapido, incluso tras dos di-
as de iniciarse el tratamiento, y pueden aislarse de
hasta en un tercio de los pacientes tratados. Los

virus resistentes tienen la misma virulencia y se

transmiten con la misma eficacia que los virus
sensibles al farmaco, y de hecho en la naturaleza
se pueden aislar virus con cambios en el gen M2
que son de por si resistentes a la amantadina.
Mayoritariamente los virus resistentes contienen
mutaciones que afectan a un sélo aminoécido de

la proteina M2.

También se han aislado virus resistentes a los inhi-
bidores de la NA tanto en ensayos in vitro (tras
pases seriados del virus en un medio que contiene
el antiviral) como de pacientes tratados terapéuti-
camente con estos antivirales y, mayoritariamen-
te, los virus aislados contienen mutaciones en la NA.
En estudios en poblacién pediatrica se han aislado
virus resistentes en un 5-18% de los nifios trata-
dos con oseltamivir, mientras que en estudios cli-
nicos con zanamivir Unicamente se ha encontrado
un aislado clinico resistente al farmaco proceden-
te de un nifio inmunodeprimido. Hay que conside-
rar, no obstante, que el nimero de estudios reali-
zados con los inhibidores de la NA es escaso dada
la reciente incorporacién de estos farmacos al ar-

senal terapéutico. Varias de las mutaciones encon-
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tradas en el gen de la NA de los virus resistentes
reducen la patogenicidad y transmisibilidad de es-
tos virus en modelos animales. Una situacién similar
en humanos tendria una enorme importancia des-
de el punto de vista clinico. Sin embargo, hay que
ser cautos pues los estudios realizados son limita-
dos, y de hecho también se han descrito virus re-
sistentes que crecen bien y se transmiten eficien-

temente entre animales (Herlocher et al., 2004).

Los antivirales seran la Ginica arma para hacer fren-
te a la pandemia en los estadios iniciales de la mis-
ma. Seran Utiles para retrasar la extension de la pan-
demia y para utilizarlos de forma profilactica y
terapéutica antes de que se disponga de una va-
cuna eficaz. No obstante hay que tener en cuen-
ta que al no saber cual sera el virus pandémico su
efectividad real sélo se podra comprobar cuando

se declare la préxima pandemia.
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