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Sesion 6:
Infecciones viricas (no VIH) (1)
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CAMBIOS EN LOS GENOTIPOS DEL VIRUS

DE LA HEPATITIS B

A. Morilla, D. Gonzélez, E. Gomez, LG. Diéguez!,
L. Alba, M. de Onay S. Melon

Servicios de Microbiologia (Virologia) y Digestivo’

Objetivos: Analizar la distribucién de los genotipos del vi-
rus de la hepatitis B (VHB) en los pacientes con hepatitis
aguda (infeccién reciente) y crénica (infeccién antigua), asi
como las caracteristicas epidemioldgicas que pudieran estar
relacionados con ellos.

Meétodos: Se recogieron y analizaron muestras de 101 pa-
cientes, 20 con hepatitis aguda por el VHB y 81 con hepati-
tis crénica (58% HBeAg + y 42% HBeAg -). Se recogieron las
caracteristicas epidemiolégicas de todos los pacientes com-
probando que los pacientes con hepatitis aguda eran espa-
fioles, mientras que 9 de los pacientes con hepatitis cronica
eran inmigrantes (8 asidticos y 1 africano). El estudio de ge-
notipado se llevé a cabo con el sistema “TRUGENE HBV Ge-
notyping Kit”, y fue analizado con el software “Open Gene
ADN Sequencing System” (Visible Genetics, Toronto).
Resultados: El genotipo més frecuente en ambos grupos fue
el A (50% de los pacientes con hepatitis aguda y 47% de los
pacientes con hepatitis crénica), sin embargo, el genotipo D
fue significativamente mas frecuente en hepatitis cronicas
que en agudas (38% vs10%; p = 0,007) y el genotipo F lo fue
en agudas con respecto a las crénicas (40% vs 4%; p =
0,0001). Entre los pacientes inmigrantes con hepatitis croni-
ca por el VHB se encontraron otros genotipos no habituales
en nuestro entorno: 6 pacientes estaban infectados por el ge-
notipo C, 2 pacientes por el genotipo B y 1 paciente por el E.

Por otra parte, la adquisicién por via sexual fue mas fre-
cuente en el F que en el D (45% vs 9%; p = 0,02), mientras
que no hubo diferencias con respecto al genotipo A (25%), ni
entre éste y el genotipo D.

Conclusiones: En nuestro medio, los genotipos mas fre-
cuentes en la infeccién crénica por VHB son el A y el D,
mientras que en la forma aguda predominan los genotipos A
y F. Estas diferencias en la distribucién de los genotipos en-
tre hepatitis agudas y crénicas pueden ser debidas a distin-
tas tasas de cronificacion en los diferentes genotipos, o lo que
es mds probable, a cambios temporales en la predominancia
de los mismos debido a modificaciones en las vias de trans-
misién y a la penetracién de genotipos no habituales como
consecuencia de la inmigracion.
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PREVALENCIA DE ANTI-VIRUS HEPATITIS A EN EL
AREA SANITARIA DE FERROL. EVOLUCION EN LOS
ULTIMOS DIEZ ANOS

P. Ordofiez, T. Vilarifio y A. Agulla ’

Servicio de Microbiologia. Hospital A. Marcide. Area Sanitaria
de Ferrol.

Objetivos: Determinar la prevalencia de anti-Virus Hepati-
tis A (VHA) en el drea sanitaria de Ferrol, y estudiar su evo-
lucion, comparando los resultados obtenidos en este estudio
con otro similar realizado en 1996.

Material y métodos: Los sueros (n = 736) se recogieron al
azar de pacientes de 1 a 89 afios que acudieron al hospital
durante los meses de noviembre y diciembre de 2006, distri-
buidos en nueve grupos de edad. El anti-HAV se determiné
en suero mediante Architect HAV Ab-IgG, Abbott Diagnos-
tics. Un estudio en el que también se estudiaron 736 mues-
tras fue realizado diez afios antes en nuestro centro.
Resultados: La prevalencia global para anti-HAV fue de
47,96%. Se observé un incremento relacionado con la edad:
1-9 afos: 4,5%; 10-19 afios: 9,7%; 20-29 anos: 14,9%; 30-39
anos: 25,8%; 40-49 anos: 70,9%; 50-59 anos: 93,3%, 60-69
anos: 95,3%, 70-79 afios: 100%; més de 80 afios: 96,7%. En el
ano 1996 las cifras obtenidas para los mismos grupos de
edad fueron: 1,4%; 9,9%; 43,2%; 81,1%; 92,7%; 100%; 100%;
97,7%; 100%. No se encontraron diferencias relacionadas con
el sexo.

Conclusiones: La prevalencia de anti-HAV fue mas alta a
partir de los 40 afios. En los dltimos diez afios se ha produ-
cido una disminucién en la prevalencia de anti-HAV en per-
sonas menores de 40 afos, desplazando hacia la derecha la
curva de prevalencia. Los pacientes menores de 30 afios son
susceptibles de infeccién por VHA y podrian beneficiarse de
un programa de vacunacion. El estudio de VHA podria ex-
cluirse del diagnéstico diferencial de hepatitis agudas en pa-
cientes mayores de 60 afios.
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ELEVADA PREVALENCIA DE MARCADORES DE
INFECCION POR VHB Y VHC EN PACIENTES
SUBSAHARIANOS REMITIDOS A LA UNIDAD DE
MEDICINA TROPICAL DEL HOSPITAL DE PONIENTE
J. Salas, J.M. Fernandez, M.T. Cabezas, 1. Cabeza, J. Vaz-
quez, M.A. Molina, A. Lozano, M.C. Rogado, M.L. San-
chezy A. Vicente

Unidad de Medicina Tropical. Hospital de Poniente. El Ejido.
Almeria.

Objetivos: Estudiar la prevalencia de marcadores de VHB y
VHC en pacientes de origen subsahariano remitidos a la Uni-
dad de Medicina Tropical (UMT) del Hospital de Poniente.

Material y métodos: De los 95 pacientes subsaharianos re-
mitidos a la UMT hasta Enero 2006, en 91 se dispone de
marcadores de infeccion por VHB y VHC. Proceden en su
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mayoria de paises del oeste de Africa, principalmente Mali
(25%), Senegal (24%), Guinea- Bissau (19%) y Mauritania
(12%). El 88% son varones, con una edad media de 29 afos.
El estudio de la infeccion de VHB se realizé mediante la de-
tecciéon de AgHBs, Ac antiHBc y Ac antiHBs. En pacientes
con Ac antiHBc positivo se solicité IgM-HBc para descartar
infeccién aguda. En los pacientes con AgHBs +, se determi-
naron el AgHBe y Ac antiHBe, ademas de ADN de VHB. Pa-
ra el estudio del VHC se emple6 la deteccién de Ac anti VHC.
En los casos de positividad, se determiné el ARN de VHC.
Resultados: El 82,4% (n = 75) de los pacientes tiene marca-
dores positivos a VHB. 24 (26,4%) son portadores crénicos
(AgBHs +). Entre los pacientes con AgHBs -, 27 (29,6%) te-
nian AcHBs + y AcHBc +. 24 pacientes (26,4%) tenian como
unico marcador el Ac antiHBec. No existen diferencias signi-
ficativas en la distribucién por paises. En 14 de los portado-
res cronicos de VHB se dispone de datos de PCR, siendo po-
sitiva en 6 (43%) y negativa en 8 (57%). 5 pacientes (5,5%)
presentaron positividad para el Ac antiVHC (1 coinfecciéon
con VHB, 2 pacientes con marcadores negativos para VHB y
2 con marcadores de infeccién pasada).

Conclusion: Existe una muy elevada prevalencia (82,4%)
de marcadores positivos de VHB entre los pacientes de ori-
gen subsaharianos remitidos a nuestra Unidad, y entre ellos,
un 26% son portadores crénicos. Dado que el momento de in-
fecciéon por VHB en esta poblacion suele ser en la primera in-
fancia, el riesgo de desarrollo de hepatopatia crénica y hepa-
tocarcinoma es muy elevado, lo que implica la necesidad de
un seguimiento estrecho y tratamiento en los casos indica-
dos. Ante estas cifras, se refuerza la idea de incluir la solici-
tud de marcadores de VHB y VHC en todos los pacientes pro-
cedentes del Africa subsahariana
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EMERGENCIA DE ARBOVIRUS COMO CAUSA

DE MENINGITIS EN PACIENTES ADULTOS
INMUNOCOMPETENTES EN NUESTRO PAIS

P. Fernandez-Viladrich!, D. Kaptoul!, C. Garcia-Vidal!,
C. Domingo?, J. Niubd®, S. Martinez-Y élamos?, F. de Ory?
y A. Tenorio?

Servicios de Enfermedades Infecciosas!, Microbiologia® y
Neurologia®, IDIBELL-Hospital Universitari de Bellvitge.

Universitat de Barcelona. Centro Nacional de Microbiologia®,
Instituto de Salud Carlos I1I, Majadahonda, Madrid, Spain.

Objetivo: Describir la emergencia de arbovirus como causa
de meningitis en adultos inmunocompetentes de nuestra co-
munidad.

Material y métodos: Estudio prospectivo observacional de
adultos inmunocompetentes hospitalizados con la sospecha
diagnéstica de meningitis/meningoencefalitis viricas dentro
de la red EVITAR (Mayo 2003-Noviembre de 2005). Se ex-
cluyeron los pacientes con encefalitis herpética. Se han reco-
gido caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacien-
tes. Se han analizado los LCR de fase aguda mediante RT-
PCR nested multiplex para herpes virus y enterovirus y
genérica para arbovirus. Se han estudiado los sueros obteni-
dos en fase aguda y de convalecencia para deteccion de anti-
cuerpos frente a los virus West Nile y Toscana mediante téc-
nicas de ELISA y neutralizacién.

Resultados: Se estudiaron 54 pacientes hospitalizados con
la presuncién diagnéstica de meningitis/meningoencefalitis
viricas de los cuales 31 (57%) fueron mujeres. La edad media
fue de 38 (18-79) anos. Entre los meses de abril y septiembre
se diagnosticaron 32 casos aunque hubo representaciéon en
todo el afio. Catorce (26%) pacientes tenian historia de viajes
recientes (< 1mes) dentro del territorio nacional, 13 (24%) re-
alizaban habitualmente actividades al aire libre, 12 (22%)
habian tenido contacto reciente con viriasis y sélo 7 (13%) re-
ferian un antecedente claro de picadura de insecto. Destaca
que 9 pacientes (16%) tenian antecedentes de migrana. Los
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sintomas m4as frecuentes fueron la fiebre (94%) y la cefalea
(90,7%). Se realizaron 43 RT-PCR para los virus herpes y en-
terovirus, s6lo 6 fueron positivos (2 enterovirus, 2 VVZ y 2
HSV). Los 37 restantes se analizaron con la RT- PCR para
arbovirus siendo todas las muestras negativas. Se obtuvie-
ron muestras de suero de 38 pacientes, 31 sueros en fase
aguda y 22 en fase de convalecencia. Se hallaron 7 pacientes
con Ig G positiva por el virus Toscana (infeccién pasada) y 1
con Ig M positiva (infeccién reciente), que es el primero des-
crito en Cataluna. Dos pacientes tenian Ig G positiva para
virus West Nile, uno con Ig M negativa (infeccién pasada) y
otro con Ig M positiva (infeccién reciente, constituyendo el
primer caso descrito en nuestro pais).

Conclusiones: 1. Los arbovirus son una causa real aunque
poco frecuente de meningitis virica en nuestro medio. 2. Los
virus herpes y enterovirus fueron la causa de tan sélo el 14%
de los casos. 3.- La mayoria de meningitis presuntemente vi-
ricas del adulto quedan sin diagndstico etiolégico.
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LOS VIRUS TOSCANA, WEST NILE Y DE LA
LINFOCORIOMENINGITIS COMO CAUSANTES

DE MENINGITIS EN ESPANA

F. de Ory, M.P. Sanchez-Seco, C.G. Fedele, A. Tenorio,
T. Minguito, M. Sanz y M. 1. Geglindez*

Servicio de Microbiologia Diagnéstica, Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda,
Madrid, y *Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Universidad de Alcald, Madrid

Introduccion: La mayoria de casos de meningitis aséptica
(MA) estan causados por enterovirus (EV), virus del grupo
herpes, y virus de la parotiditis (VP). Sin embargo, un por-
centaje importante de casos de MA permanecen sin diagnos-
tico etiolégico. El objetivo del presente estudio es conocer la
incidencia de la infeccién por otros virus productores de MA
(virus Toscana [VTOS], virus West Nile [VWN] y virus de la
linfocoriomeningitis [VLCM]) en los casos de MA negativos a
los agentes usuales.

Material y métodos: Se han estudiado los casos de MA re-
cibidos en el Centro Nacional de Microbiologia entre 2000 y
2005, negativos a EV, virus del grupo herpes y VP, de los que
se dispuso de una muestra de suero (total: 341 casos, 382
sueros). Se han realizado determinaciones de IgG e IgM
frente a VTOS y VWN por ELISA (Diesse, Italia, y Focus,
EEUU, respectivamente), y por inmunofluorescencia indi-
recta para VCML, utilizando células Vero E6 infectadas al
70% con la cepa Amstrong.

Resultados: Se ha obtenido resultado indicativo de infec-
cién reciente por VTOS en 20 casos (5,9% de los estudiados),
19 con presencia de IgG e IgM y uno con presencia tnica de
IgM. La prevalencia de la infeccién ha mostrado variaciones
anuales (10%, 5,2%, 9,6%, 12,5%, 1,2% y 1,6%, desde 2000
hasta 2005). La infeccién se ha producido desde mayo a oc-
tubre, coincidiendo con la actividad del vector. Los casos se
han diagnosticado en Madrid (14 casos), costa del Levante (4
casos) y Andalucia (2 casos). Otros 51 casos mostraron evi-
dencia de infeccién pasada por VTOS (15%). En relacién con
VLCM se han obtenido 5 casos positivos (1,5%), por presen-
cia de IgG e IgM (4 casos), o por deteccion de seroconversion
de IgG (1 caso). Todos los casos se produjeron durante los
meses de verano, presentando una extensa localizacion geo-
grafica (Mdlaga, Badajoz, Madrid, Zamora y Huelva). Otros
14 casos mostraron evidencia de infeccién pasada por VLCM
(4,1%). Por ltimo, en relacién con VWN, no se ha confirma-
do presencia de infeccién reciente en ningin caso, eviden-
cidndose presencia de IgG en 12 pacientes (3,5%), indicando
contacto previo con VWN u otro flavivirus relacionado anti-
génicamente.

Discusion: Se confirma que el VITOS es un importante
agente productor de MA en Espaifia, y la presencia de infec-
ciones por VCML, requiriéndose la confirmacion de la reac-
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tividad detectada frente a VWN. La aplicacién complemen-
taria a la serologia de métodos moleculares sin duda va a
mejorar el conocimiento de estas infecciones.
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ENCEFALITIS HERPI:]T~ICA EN EL ADULTO:
EXPERIENCIA DE 15 ANOS

A. Riera!, L. Gubieras?, S. Martinez Yélamos?, J. Niub6?,
C. Cabellos* y P. Fernandez-Viladrich*

1Servicio de Medicina Interna, ?Servicio de Neurologia, 3Servicio
de Microbiologia, * Servicio de Enfermedades Infecciosas.
IDIBELL. Hospital Universitari de Bellvitge. L’Hospitalet de
Llobregat (Barcelona)

Objetivo: Conocer las caracteristicas y evolucién de los pa-
cientes ingresados por Encefalitis Herpética (EH) en el Hos-
pital Universitari de Bellvitge (HUB)

Material y métodos: Estudio descriptivo de los pacientes
diagnosticados de EH en el HUB entre 1992-2006. Se recogie-
ron datos demograficos, clinicos, diagndsticos y terapéuticos.
Se evaluaron las secuelas neuroldgicas al alta y a los 6 meses.
Resultados: Se diagnosticaron 35 pacientes (63% varones);
edad media 54 afios (18-89). El 14,3% presentaba enferme-
dades debilitantes. La duracién media de la clinica fue de 5
d, consistente en cefalea (68,6%), desorientacién (57%), alte-
racion conductual (54%), nauseas/vomitos (43%) y crisis co-
miciales (40%). A la exploracion fisica, todos presentaban fie-
bre/febricula (media 38.7°C), 54,3% alteracion del nivel de
conciencia, 14,3% meningismo, 51,4% focalidad neurolégica
y 8,6% afectacion de pares craneales. La media de leucocitos,
proteinas y glucosa en el LCR fue de 97/mcL, 0,83 g/L y 3,7
mmol/L; se realiz6 PCR VHS en 26 pacientes, siendo positi-
va en 24. La TC craneal (realizada al ingreso a todos los pa-
cientes) fue compatible con EH en el 45,7%, el EEG (en 33
pacientes tras una media de 2 d) en el 84% y la RM (en 27
pacientes tras una media de 6,7 d) en el 100%. Todos pre-
sentaron afectacion del 16bulo temporal (14% bilateral). Re-
cibieron aciclovir todos los pacientes (duracion media 15 d),
transcurridas una media de 13 h desde el ingreso. El 66% re-
cibi6 ademaés anticomiciales y el 31,4% tratamiento antiede-
ma. El tiempo medio entre inicio del tratamiento y primer
dia de apirexia fue de 8,7 d. Ingresaron en UCI el 25,7%. La
estancia media fue de 29 d, con una mortalidad del 8,6%. Al
alta, un 31% presentaba incapacidad moderada-grave y las
secuelas neurolégicas eran afasia (41%), alteraciones mnési-
cas (28%), alteracion conductual (16%) y epilepsia (12,5%). A
los 6 meses, el 22% continuaba con incapacidad moderada-
grave y las secuelas eran afasia (31%), alteracion conductual
(16%), alteraciones mnésicas (16%) y epilepsia (3%).
Conclusiones: La EH supone un elevado requerimiento de
UCI, una hospitalizacién prolongada, una mortalidad signifi-
cativa y una importante causa de discapacidad. La TC crane-
al posee una baja sensibilidad al ingreso, por lo que su nor-
malidad no exime solicitar una PCR VHS en LCR e iniciar in-
mediatamente el tratamiento, si la clinica es compatible.
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UTILIDAD DE LA PCR REAL TIME PARA EL
DIAGNOSTICO DE MENINGITIS AGUDA EN
PACIENTES PEDIATRICOS

C. Cilloniz!, D.Navarro!, M.D. Martinez-Aparicio', M. Ji-
ménez!, T. Garcia-Lozano!, J.C. Latorre!, R. Manchefo!,
J. Brines?, J. Garcia de Lomas' y C. Gimeno!

1Servicio de Microbiologia. 2Servicio de Pediatria. Hospital
Clinico Universitario y Facultad de Medicina. Valencia.

Introduccion: La relevancia terapéutica y epidemiolégica
del diagnéstico etiolégico de las meningitis agudas es indu-
dable; la eficacia diagndstica de los métodos clasicos no es

6ptima, por lo que la implementacién de técnicas molecula-
res en el diagnéstico de estos procesos es una propésito ra-
zonable. Sin embargo, no existe demasiada experiencia en
este campo.

Objetivo: Conocer la utilidad de la técnica Real Time PCR
(Izasa) de deteccion de enterovirus, N. meningitidis y S.
pneumoniae para el diagnéstico precoz de la meningitis agu-
da en la edad pediatrica. Pacientes y métodos: Se analizaron
71 muestras de LCR procedentes de pacientes con sospecha
de meningitis (Junio a Diciembre de 2006). Se incluyeron 45
nifios (63%) y 26 nifias (37%), con edad comprendida entre
55 dias y 13 anos; el diagnéstico mas frecuente fue sindrome
febril (60,82%), sospecha de meningitis (23,71%) y convulsio-
nes (6,19%). Todas las muestras se cultivaron en agar choco-
late y corazén-cerebro para estudio bacteriolégico y en las li-
neas celulares MRC-5, Vero y RD shell-vial durante 21 dias
para estudio viroldgico. La identificacion bacteriana se llevé
a cabo mediante procedimientos convencionales y la identifi-
cacion viral mediante observacién del ECP e IFD (enterovi-
rus, echovirus, poliovirus, coxsackievirus). A todos los culti-
vos viricos se les realizé la IFD al finalizar el periodo de in-
cubacion, atn en ausencia de ECP. El ARN viral y el ADN
bacteriano fueron extraidos mediante QIAamp Viral RNA
Mini Kit y QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), respectiva-
mente. Para los enterovirus, la transcripcién reversa y la
amplificacién se realizaron en un solo paso (Qiagen One Step
RT-PCR). Para Neisseria meningitidis y Streptococcus pneu-
moniae se utilizo el sistema multiplex Realcycler MENE-01
(Ingenie molecular). La amplificacién y deteccién se realiza-
ron en el Smart Cycler II (Cepheid Inc.). A todos los pacien-
tes se les extrajo ademés un hemocultivo que se procesé de
la forma habitual (Bactec 9240®° BD).

Resultados: Se amplific6 ARN de enterovirus en 18 casos
(25,3%); sélo en 2 (2,8%) de ellos se pudo aislar y tipificar el
virus mediante cultivo celular (Echovirus). Se amplific6
ADN de N. meningitidis en 2 casos (2,8%), en uno de éstos
(1,4%) se aislé ademds en el hemocultivo. El ADN de S.
pneumoniae fue amplificado en 2 casos (2,8%), en uno de
ellos (1,4%) se aisl6 en el hemocultivo.

Conclusiones: La PCR Real Time mejora ostensiblemente
la eficacia diagnédstica de los métodos convencionales, espe-
cialmente en el caso de las meningitis enterovirales (sélo 2
de los 22 casos detectados habrian sido diagnosticados me-
diante cultivo celular).
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RT-PCR DEL SOBRENADANTE DEL CULTIVO EN
CELULAS DE RABDOMIOSARCOMA PARA DETECTAR
ENTEROVIRUS A PARTIR DE MUESTRAS DE LCR
M.A. Garre, M. Pérez-Ruiz, R. Yeste, J. Rodriguez-Gran-
ger, P. Mazuelas, T. Sabalete, G. Reina, J.M. Navarro-Mari
y M. de la Rosa

Servicio de Microbiologia. H.U. Virgen de las Nieves. Granada.

Los enterovirus producen la mayoria de los casos de menin-
gitis de etiologia viral. El diagnéstico mediante cultivo viral
ofrece un redimiento variable dependiendo de la capacidad
del serotipo infectante de replicarse en mayor o menor gra-
do en lineas celulares. Por ello, actualmente el diagnéstico
de meningitis por enterovirus se prefiere realizar mediante
técnicas moleculares, principalmente RT-PCR. El objetivo
de este trabajo fue comparar el rendimiento diagnéstico de
la RT-PCR a partir de muestras de LCR frente a la RT-PCR
de sobrenadante de cultivo en células de rabdomiosarcoma
(RD). Se eligi6 esta linea celular por ser una de las que me-
jor soporta la replicacién de un mayor nimero de serotipos
de enterovirus. Se procesaron en paralelo para cultivo viral
y RT-PCR de enterovirus muestras de LCR recibidas entre
julio y octubre de 2006 con sospecha de meningitis de etio-
logia viral. El cultivo se realizé en células RD y hasta 4 1i-
neas celulares, en funcién de la cantidad de muestra dispo-
nible. La otra alicuota de la muestra se procesé para ex-
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traccién automatica de &cidos nucleicos en MagnaPure
Compact (Roche) y posterior RT-PCR en tiempo real (PCR-
TR), utilizando cebadores dirigidos frente a la regién 5’ no
codificante de genoma viral y SybrGreen como formato de
deteccion. Igualmente, el sobrenadante del cultivo en RD de
las muestras procesadas en la semana, se extrajo cada vier-
nes para deteccion de enterovirus mediante la PCR-TR. Se
analizaron 41 LCRs por ambas técnicas: 19 fueron positivos
mediante PCR-TR de muestra directa y 17 muestras fueron
positivas mediante RT-PCR del cultivo en RD. en 5 casos s6-
lo se detect6 enterovirus mediante PCR-TR de cultivo RD y
7 muestras fueron positivas sélo mediante PCR-TR de
muestra directa.

Conclusiones: La deteccién de enterovirus mediante PCR
de cultivo viral en RD no parece ofrecer ventajas con respec-
to a la deteccién de enterovirus mediante PCR de muestra
directa, ya que el resultado del cultivo se retrasaria varios
dias y la sensibilidad global no es signifcativamente mayor.
Habria que valorar si otras lineas celulares y/o otras técni-
cas de cultivo rapido como el shell-vial mejorarian los resul-
tados obtenidos, y podrian competir en rendimiento diagnés-
tico con las técnicas moleculares a partir de muestra directa.
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ESTUDIO DE LA ETIOLOGIA DE CASOS ESPORADICOS
DE GASTROENTERITIS AGUDA CON COPROCULTIVO
NEGATIVO

N. Tormo!, R. Montava’ y J. Buesa!?.

IServicio de Microbiologia. Hospital Clinico Universitario.
Valencia. 2Dpto. de Microbiologia y Ecologia. Facultad de
Medicina. Valencia.

Introduccion: La gastroenteritis (GE) es la tercera causa
de muerte por enfermedad infecciosa en el mundo, afectando
principalmente a nifios menores de 5 afos, sobre todo en pa-
ises en vias de desarrollo.

Objetivo: Ante un alto porcentaje de casos de GE en los que
no se establece su etiologia, nos propusimos profundizar en
el estudio de la causa de gastroenteritis con coprocultivo ne-
gativo.

Material y métodos: A partir de 75 muestras de heces en-
viadas al Servicio de Microbiologia del hospital entre febrero
y marzo de 2005, se realizaron, tras el estudio bacteriolégico
de rutina del laboratorio, analisis parasitolégicos y viroldgi-
cos. En el estudio parasitolégico, se procedié al examen mi-
croscopico de huevos de helmintos y quistes y trofozoitos de
protozoos, asi como a la investigacién de coccidios y micros-
poridios mediante tinciones especificas. Con respecto al es-
tudio viroldgico, se investigaron los agentes virales mas co-
munes, es decir, rotavirus del grupo A, adenovirus 40 y 41,
astrovirus y calicivirus, incluyéndose ademds otros menos
frecuentes, como son picobirnavirus y virus Aichi. Para rota-
virus y adenovirus se utilizé una prueba comercial de inmu-
nocromatografia, y para el resto de virus, se emple6 la RT-
PCR. Los resultados positivos para rotavirus se confirmaron
por PAGE, y posteriormente se analizaron los genotipos G y
P de los mismos mediante RT-PCR semi-anidada.
Resultados: De las 75 muestras con coprocultivo negativo,
18 (24%) fueron positivas: 6 presentaron etiologia parasita-
ria y 12 virica. En el estudio parasitoldgico, se hallaron 3 mi-
crosporidios, 2 Blastocystis hominis y 1 Giardia lamblia. En
el estudio virolégico, hubo 11 casos de rotavirus (nueve por
G1P[8], uno por G3P[8] y uno por G4P[8]) y 1 de calicivirus
(Norovirus GGII.1-Hawaii).

Conclusiones: El agente patégeno méds frecuente ha sido
rotavirus del grupo A (14,6%), siendo interesante destacar
que la mayoria de pacientes eran adultos. En general, el por-
centaje de muestras positivas es bajo, lo que puede ser debi-
do a causas etioldgicas y técnicas, aunque es coincidente con
otros trabajos, y permite hacer hincapié en el hecho de que
muchos episodios de GE no presentan una causa etiolégica
definida.
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ROTAVIRUS: ESTIMACION DE SU CARGA DE
ENFERMEDAD EN UN HOSPITAL DE TERCER NIVEL

J.M. Eiros!, F.J. Luquero?, L. Barrio', I. Gracia!,

A. Tenorio', M. Dominguez-Gil', J. Castrodeza®

y R. Ortiz de Lejarazu!

Servicios de 'Microbiologia y ?Medicina Preventiva. Hospital
Clinico Universitario y Facultad de Medicina. Valladolid.

Objetivo: Estimar el peso atribuible a la infeccién por Rota-
virus en la poblacién de referencia de un hospital de tercer
nivel de titularidad publica durante un quinquenio.
Métodos: Se ha desarrollado un estudio observacional re-
trospectivo tomando como poblacion diana los nifios < 5 anos
adscritos al Hospital Clinico Universitario de Valladolid en
el periodo 2000-2004. Para valorar las hospitalizaciones por
gastroenteritis aguda se han utilizado datos del Sistema Na-
cional de Vigilancia de Datos Hospitalarios [Conjunto Mini-
mo Bésico de Datos (CMBD)]. El andlisis estadistico se ha
realizado con los programas informaticos MS Excel 2003® y
SPSS 12.0°.

Resultados. Se han registrado 847 admisiones hospitala-
rias por gastroenteritis aguda, con una media anual de 169,4
(DE 41,25). El 71,4% (IC 95% 68,3-74,5%) present6 como
diagnéstico al alta enfermedad infecciosa intestinal (cédigos
de CIE-9-MC: 001-009) y el 28,6% (IC95% 25,5-31,7%) gas-
troenteritis no infecciosa (cédigo de CIE-9-MC: 558). Las
gastroenteritis por Rotavirus constituyeron el 31,6% (1C95%
28,4-34,8), con un total de 268 casos en los 5 afios de estudio;
el 79% como diagnéstico principal y el 21% como secundario.
La edad media de los pacientes con Rotavirus fue 13,4 meses
(DE 9,12), el 58,6% (IC 95% 52,5-54,7%) varones. La estan-
cia media que han originado los ingresos ha sido de 6,3 dias
(DE 2,47). Por grupos de edad existen diferencias estadisti-
camente significativas (p < 0,001), observandose una mayor
estancia media en los < 1 afio (6,99 dias (DE 2,38)); en el gru-
po de 3-5 aiios se situé en 3,89 dias (DE 1,12). La tasa media
de hospitalizacion semanal fue de 37 casos por 100.000 ha-
bitantes (DE 43,35), con maximos de hospitalizacién en los
meses de invierno, donde se produjeron el 66% de las mis-
mas. El nimero absoluto de hospitalizaciones atribuibles a
Rotavirus en nifios menores de cinco anos fue de 212.
Conclusiones: La carga de enfermedad atribuible a Rotavi-
rus en el presente trabajo es superior a la referida en otras
Comunidades Auténomas siguiendo una metodologia simi-
lar. La autorizacién en Espana de vacunas efectivas para re-
ducir las infecciones por Rotavirus justifica analisis simila-
res de cara a optimizar la toma de decisiones en el &mbito de
la vacunaci6n.
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ESTUDIO RETROSPECTIVO DE 10 ANOS DE LA
INFECCION POR ROTAVIRUS EN LA PROVINCIA

DE CASTELLON

C.J. Téllez'?>, M.D. Tirado', J. Colomer?, J.M. Beltran®,
S. Sabater! y F. Pardo !

Seccién de Microbiologia. Hospital General de Castellén!
Departamento de Pediatria. Universidad de Valencia® Servicio
de Medicina Preventiva’®. Hospital General de Castellén.

Objetivo: La gastroenteritis aguda es un problema de salud
importante en la poblacion infantil y rotavirus es la causa
mas comun de diarrea grave en los nifios. El objetivo de este
estudio fue conocer el porcentaje de infeccién por rotavirus y
sus caracteristicas epidemioldgicas en nifios menores de 14
anos en el departamento de salud 02 de la provincia de Cas-
tell6n.

Material y métodos: Se realizé6 un estudio retrospectivo
desde Enero de 1995 a Diciembre de 2004 de todos los co-
procultivos (peticién que incluye la deteccién de antigeno de
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rotavirus) realizados en la Seccién de Microbiologia del Hos-
pital General de Castellon. Se analizaron todas las muestras
de heces de pacientes pediatricos y las variables estudiadas
fueron: sexo, edad, procedencia, diagnéstico de rotavirus y
fecha del diagnéstico. Se utiliz6 el test de la Chi cuadrado pa-
ra la comparacion entre proporciones, considerandose signi-
ficativos valores de p < 0,05.

Resultados: Se estudiaron 19743 muestras de heces perte-
necientes a 14.068 pacientes, detectandose rotavirus en un
11,9% de éstos (por sexo en 12,14% de los varones y 11,81%
de las mujeres; p = 0,5459). La edad media de los pacientes
con infeccién por rotavirus fue de 2,63 anos. El mayor por-
centaje de casos se encontré en el grupo de edad de 1-4 afios
(14,1%;p < 0,001), seguido de < 1 ano (12,49%), 10-14 anos
(7,86%) y finalmente 5-9 anos (5,63%). Dentro del grupo con
mayor porcentaje de infeccién (1-4 anos) se observé mayor
incidencia en los pacientes de 1 afio de edad con un 16,56%
(p < 0,001). El porcentaje de casos del area ambulatoria fue
de un 12,76% frente al 11,35% del hospital (p < 0,05). En
cuanto a la estacionalidad, se observé una mayor incidencia
en los meses de invierno (diciembre, enero y febrero), perio-
do en que se detectan un 49,79% del total de los casos (p <
0,001).

Conclusiones: Rotavirus es una causa importante de mor-
bilidad en la edad pediatrica tanto en el hospital como en el
ambulatorio, aunque se detecta con mayor frecuencia en
muestras de pacientes no hospitalizados. Afecta significati-
vamente mas a los niflos menores de 4 afios, y principal-
mente a los de 1 afio. La infeccién se presenta de forma pre-
dominante en los meses de invierno.
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VIRUS PARAINFLUENZA EN NINOS CON NEUMONIA
COMUNITARIA
M. Montes, D. Vicente, L. Pifieiro, J. Mendiola y G. Cilla

Servicio de Microbiologia, Hospital Donostia, San Sebastidn.

Introduccion: Los virus parainfluenza (VPI) estdn entre
los principales virus responsables de infecciones respirato-
rias agudas (IRA) de vias bajas, junto a los virus respirato-
rio sincitial, influenza, metapneumovirus y otros. Bajo el
nombre de VPI se agrupa a cuatro virus diferentes, denomi-
nados tipos 1 a 4. VPI-3 es incluido habitualmente en los es-
tudios etioldgicos efectuados en el contexto de IRA de vias
bajas, y en menor medida los tipos 1 y 2, pero sélo excepcio-
nalmente lo es el tipo 4. VPI-4, quizas por la dificultad de su
cultivo, permanece relativamente desconocido y mal caracte-
rizado clinica y epidemiolégicamente. En este trabajo hemos
investigado la presencia de VPI en nifios con neumonia, con
especial atencion al VPI-4.

Métodos: El estudio se efectué en un grupo de 339 nifios de
< 3 afios que acudieron al Servicio de Urgencias de Pediatria
entre Octubre de 2004 y Septiembre de 2006 con neumonia
adquirida en la comunidad. A todos los nifos se les extrajo
un aspirado nasofaringeo en el que se investigé mediante
PCR, la presencia de varios virus respiratorios incluyendo
los 4 tipos VPI.

Resultados. Se detecté VPI en 38 casos (11,2%) siendo en
22 el VPI-3. VPI-4 se detect6 en 11 casos, mas frecuente-
mente que los tipos 1 (n = 1) y 2 (n = 3) (un caso no tipado).
De los 11 casos (6 varones), 10 eran mayores de 18 meses
(prevalencia 4,8% en este grupo de edad). De hecho, el tipo 4
fue el VPI predominante entre los mayores de 18m (10/11 ti-
po 4 frente a 5/22 tipo 3, Yates p = 0,008). Seis casos apare-
cieron entre Mayo y Octubre, 6 hospitalizaron y 4 presenta-
ban coinfecciones virales (VRS[1], bocavirus[1], metapneu-
movirus[1], VRS y bocavirus[1]).

Conclusion. Los VPI son virus frecuentes en la neumonia
comunitaria del nifio menor de 3 afios, aunque son los VPI-3
y VPI-4 los mas frecuentes. Estos resultados refuerzan otras
recientes investigaciones que sitdan al VPI-4 entre los virus
a tener presentes en IRA de vias bajas.

094

INCIDENCIA DE METAPNEUMOVIRUS HUMANO Y
OTROS VIRUS RESPIRATORIOS EN NINOS MENORES
DE 2 ANOS HOSPITALIZADOS POR INFECCION DEL
TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR

M. Camps!, MA. Marcos!, N. Rovira?, S. Ricart?, C. Mu-
foz-Almagro®, M. Pons-Odena?, JJ. Garcia? y T. Pumarola'
1Servicio de Microbiologia, Hospital Clinic de Barcelona
2Departamento de Microbiologia, Unidad de Enfermedades
Infecciosas de Pediatria, Hospital Sant Joan de Déu.

Las infecciones del tracto respiratorio inferior son una de las
principales causas de ingreso entre la poblacién infantil.
Objetivo: Describir la incidencia de los virus respiratorios,
en especial del metapneumovirus humano y la clinica aso-
ciada en ninos menores de 2 anos.

Materiales y métodos: Durante los meses de enero a ju-
nio del 2006 se han estudiado de forma prospectiva nifios
menores de 2 afios hospitalizados con infeccién respirato-
ria del tracto inferior. En el ingreso se les realiz6 un aspi-
rado nasofaringeo para el estudio de virus respiratorios.
Los métodos utilizados fueron: inmunofluorescencia indi-
recta para los virus de la gripe A y B (VGA, VGB), virus
parainfluenza 1-3 (VPI1-3), adenovirus (ADV) y virus res-
piratorio sincitial (VRS); cultivo celular (MDCK, Hep-2,
LLC-MK2) y tres PCRs con retrotranscripciéon (RT-PCR).
Una primera RT-PCR multiple para la deteccién de: VGA,
VGB, VGC, ADV, VRSA y VRSB; una segunda RT-PCR
multiple dirigida a: rhinovirus (RNV), enterovirus (EV),
coronavirusQC43 (CoVOC43), coronavirus229E (CoV229E)
y los virus parainfluenza 1-4 (VPI1-4). Una tercera RT-
PCR se utilizé para la deteccion y estudio filogenético del
metapneumovirus humano (MPVh). El anélisis filogenéti-
co del MPVh se realiz6 a partir de un fragmento de 450 pa-
res de bases del gen de fusién (F) con el programa MEGA
version 3.1, obteniendo el alineamiento de secuencias con
el programa ClustalX 1.81.

Resultados: Durante el periodo de estudio se incluyeron 99
nifios (59% nifios, 41% nifias), con una edad media de 3,2 me-
ses. El 75% fueron hospitalizados por una bronquiolitis y el
25% restante por una neumonia. Los virus respiratorios re-
presentaron el 62% de las etiologias diagnosticadas. E1 VR-
SA (21%) fue el virus méas detectado, seguido del MPVh
(13%), el RNV (8%) y con menor frecuencia el ADV, VGA,
VPI3 y CoVOC43. En el 12% de los pacientes se detect6 una
coinfeccion virica, siendo ADV y RNV los principales virus
implicados. En los casos de neumonia, el MPVh (41%) fue el
principal agente etioldgico, siendo en todos los casos el tnico
microorganismo detectado. Las infecciones por MPVh se pro-
dujeron entre los meses de febrero y abril, con una mayor in-
cidencia en marzo (46,6%). El alineamiento de secuencias del
gen F del MPVH mostré que las 17 cepas detectadas fueron
del subtipo Al.

Conclusiones: E1 MPVh es una importante causa de hospi-
talizacién en nifios menores de 2 afos con infeccion del trac-
to respiratorio inferior, siendo el principal agente etiolégico
implicado en los casos de neumonia.
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EVALUACION DE METODOS DE DIAGNOSTICO
RAPIDO DE VIRUS RESPIRATORIOS EN NINOS:
(SOLO UN METODO?

M. Jiménez, M.D. Martinez-Aparicio, N. Tormo,

J.C. Latorre, D. Navarro y C. Gimeno

Servicio de Microbiologia. Hospital Clinico Universitario y
Facultad de Medicina de Valencia.

Introduccién: Durante el primer ano de vida, la bron-
quiolitis es la forma clinica mas frecuente de la infeccién vi-
rica del tracto respiratorio inferior. Se manifiesta en forma
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de brotes epidémicos durante los meses de invierno que
conllevan un notable incremento del ntimero de ingresos
hospitalario. El Virus respiratorio sincitial (VRS) es el
principal agente etiol6gico, pero no el dnico. La imposibili-
dad de precisar la etiologia de las bronquiolitis con base en
la clinica y la disponibilidad de tratamiento especifico efi-
caz frente al VRS hacen necesario el uso de técnicas rapi-
das de diagnéstico viroldgico en estos casos. Los métodos
moleculares son de eleccién por su elevada sensibilidad, pe-
ro no estan al alcance de cualquier laboratorio; resulta por
lo tanto necesaria la evaluaciéon de otros métodos de diag-
néstico rapido.

Objetivos: Comparar la eficacia diagnéstica de la inmuno-
cromatografia (IC) y la inmunofluorescencia (IF) para el
diagnéstico de infecciones respiratorias causadas por el
VRS.

Material y métodos: Las secreciones nasofaringeas fueron
obtenidas mediante aspiracion y enviadas al laboratorio re-
frigeradas (2-8°C). Se realiz6 la IC para VRS (Binax®) segin
las instrucciones del fabricante. Para la IF se procesaron las
muestras y el sedimento se deposit6 sobre portaobjetos de IF
que fueron tefiidos con un panel de anticuerpos monoclona-
les especificos frente a VRS, adenovirus, virus parainfluenza
1, 2, 3 y 4, virus influenza A y B (2003-2006) y metapneu-
movirus (Chemicon®) y revelados con un conjugado marcado
con fluoresceina.

Resultados: En los cuatro afios estudiados se analizaron un
total de 1971 muestras, 309 en 2003, 525 en 2004, 611 en
2005 y 526 en 2006. El 41,5% (817/1971) del total de las
muestras fueron positivas, de las cuales el 82,5% (686) fue-
ron positivas para VRS y un 16% (131) fueron positivas pa-
ra otros virus (15, parainfluenza 1;4, parainfluenza 2; 52, pa-
rainfluenza 3; 12 parainfluenza 4; 33 influenza A; 2 influen-
za B; 12 adenovirus; 2, metapneumovirus). Del total de
muestras positivas para VRS constatamos un 3% (31) de dis-
cordancias; de éstas el 93,5% (29) fueron IC negativas e IF
positivas, y sélo el 6,5% (2) fueron IC VRS positivas/ IF ne-
gativas.

Conclusiones: La IC de VRS es un método valido y reco-
mendable para el diagnéstico de las infecciones del tracto
respiratorio inferior por VRS, especialmente si se considera
su simplicidad y rapidez; no obstante, sé6lo la practica de am-
bas determinaciones garantiza una méaxima eficacia diag-
néstica.
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IMPLICAQION DE VIRUS TOSCANA EN PROCESOS NO
NEUROLOGICOS DE LA COMUNIDAD Y ESTUDIO
PRELIMINAR DE SUS POSIBLES RESERVORIOS EN LA
PROVINCIA DE GRANADA

M. Pérez-Ruiz', S. Sanbonmatsu?, B. Palop®. M. de la Rosa'
y J.M. Navarro-Mari'

1Servicio de Microbiologia. H.U. Virgen de las Nieves. 2Hospital
Santa Ana, Motril, Granada. *Hospital Clinico San Cecilio.
Granada.

El virus Toscana (VTOS) es el segundo agente productor de
meningitis aséptica después de enterovirus en Espafa. Des-
de 1988, se han detectado 22 casos de meningitis por VT'OS
en Granada. Las elevadas tasas de seroprevalencia en este
area (25%) hacen suponer que VTOS puede producir ademas
infecciones leves o asintomaticas, como lo hacen otros phle-
bovirus (N4poles y Sicilia) con los que VTOS estd emparen-
tado. VTOS se transmite por la picadura de un flebotomo
que circula en los meses calidos, durante los cuales se dan la
mayoria de los casos neuroldgicos. El primer objetivo de este
trabajo fue determinar la implicacién de VTOS en patologia
humana en cuadros no neurolégicos. Para ello, se rescataron
las muestras de suero recibidas en el laboratorio durante el
periodo mayo- septiembre 2006 de 337 pacientes con deter-
minaciones serolégicas negativas frente a los patégenos soli-
citados. A estas muestras se les realiz6 determinacién de
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IgM y IgG frente a VTOS (Diesse). El diagnéstico reflejado
en el volante de solicitud del médico fue de sindrome febril
en 278 pacientes, de neumonia en 50 pacientes, de sindrome
neuroldgico en 8 pacientes y de exantema en un paciente. Se
detect6 IgG anti-VTOS en 63 pacientes (18,7%) y sélo se de-
tect6 IgM en un paciente. Este ultimo paciente tenia una me-
ningitis linfocitaria por VT'OS, diagnosticada por cultivo del
LCR en células Vero. El segundo objetivo del trabajo fue in-
vestigar posibles reservorios animales de VTOS en la pro-
vincia de Granada. Se procesaron 81 muestras de suero de:
11 caballos, 17 gatos, 18 perros, 17 vacas y 18 cabras. Las
muestras de caballo, gato y perro procedian de un laborato-
rio veterinario de Granada, y las de vaca y cabra del Labo-
ratorio de Sanidad Animal de la Junta de Andalucia (Santa
Fé, Granada). La determinacién de anticuerpos frente a
VTOS se realizé6 mediante inmunofluorescia indirecta (IFI),
utilizando una cepa espariola de VT'OS y antisueros especifi-
cos para cada especie animal. La IFI fue positiva en 39
muestras (48%): 11 caballos (100%), 12 gatos (70,6%), 10 pe-
rros (565,6%), 5 vacas (29,4%) y una cabra (5,6%).
Conclusiones: 1. VTOS no parece producir infecciones le-
ves. Es especialmente neurotropo, lo que lo diferencia de Na-
poles y Sicilia. 2. Aunque habria que confirmar los resulta-
dos positivos en animales, la elevada seroprevalencia detec-
tada en éstos, hace pensar que podrian existir reservorios
del virus que lo mantengan durante los meses frios en los
que el vector no est4 circulando.



