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INTRODUCCION. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
plante6 como obijetivo la erradicacion de la poliomielitis en
1988, basandose fundamentalmente en alcanzar y mantener
alta cobertura de inmunizacion e implantar sistemas
eficaces de vigilancia de las infecciones por poliovirus.
METopos. En Espaha, el sistema de vigilancia se basa en la
busqueda activa de casos de paralisis flacida aguda (PFA),
mediante una red de 9 laboratorios coordinados por el
Laboratorio Nacional de Poliovirus (LNP) del Centro
Nacional de Microbiologia y apoyados por epidemiologos
de cada comunidad auténoma. Adicionalmente, la red
envia datos de aislamiento de enterovirus en cualquier
sindrome clinico. En los laboratorios de la red se realiza el
estudio virologico primario, mientras que en el LNP se
caracterizan todos los poliovirus y los enterovirus no polio
de mayor importancia epidemioldgica.

ResuLTADOS. El total de muestras estudiadas por la red ha
sido de 54.533, con un rendimiento de enterovirus del 9%.
Todos los poliovirus aislados (n = 196) se caracterizaron
como Sabin-like (vacunales) y entre los enterovirus no
polio, Echovirus 30 fue el dominante. El 3% de las
muestras estudiadas correspondian a pacientes con PFA o
sus contactos (268 casos).

Discusion. Espana puede ser considerada como libre de
polio, pero por su situacion geografica, puede ser puerta
de entrada de poliovirus salvaje y dar lugar a casos
importados. Por ello, debe participar activamente en todas
las estrategias propuestas por la OMS, manteniendo en
especial la infraestructura creada en el plan de la
erradicacion de la poliomielitis y continuando con la
vigilancia e inmunizacion.
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Laboratory Network within the Polio Eradication Initiative
(1998-2003): Six years of surveillance for acute flaccid
paralysis in Spain

INTRODUCTION. Worldwide poliomyelitis eradication was
proposed in 1988 by the World Health Organization (WHO),
based on reaching and maintaining high vaccination
coverage and on implementing effective poliovirus
infection surveillance systems.

MEeTHODS. In Spain the surveillance system focuses on
active searching for acute flaccid paralysis cases through a
nine-laboratory network, coordinated by the National
Poliovirus Laboratory (NPL) in the National Center of
Microbiology, and supported by Autonomous Community
epidemiologists. Additionally, the Network sends
enterovirus isolation data from other syndromes. The
Laboratory Network is responsible for the primary
virological study, while the NPL characterizes all
polioviruses and the most epidemiologically relevant
non-polio enteroviruses.

ResuLTs. A total of 54 533 samples were studied during
the six-year period, and enteroviruses were detected in
9%. All the polioviruses isolated (n = 196), were
characterized as Sabin-like (poliovirus vaccine), and
among the non-polio enteroviruses, the most frequent
was Echovirus 30. A total of 3% of the samples studied
corresponded to the 268 acute flaccid paralysis cases or
their contacts.

Discussion. According to the results and the WHO
virological classification, Spain can be considered
polio-free. However, the geographic situation of our
country may facilitate the introduction of wild polioviruses
that can give rise to imported poliomyelitis. Hence, the
laboratory network should actively continue to participate
in all the proposed WHO strategies, particularly
maintenance of the poliomyelitis eradication
infrastructures, and continuing monitoring and
vaccination.

Key words: Polioviruses. Acute flaccid paralysis
surveillance. Eradication of poliomyelitis.
Enteroviruses.
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Introduccion

La poliomielitis es una infeccién causada por los polio-
virus tipos 1, 2 y 3 (Picornaviridae, enterovirus humanos),
que puede afectar de forma grave al sistema nervioso cen-
tral, con destruccién de las neuronas motoras de la médu-
la espinal, y dar lugar a una paralisis flacida aguda (PFA).
En mayo de 1988, en la reunién anual de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en Ginebra, se elaboré un plan
de actuaciones para conseguir la erradicacién de la polio-
mielitis en el mundo. Dichas actuaciones fueron las si-
guientes: a) implantar un sistema de vigilancia eficaz de
la PFA en menores de 15 afos para demostrar la inte-
rrupcién de la circulacién de poliovirus salvaje; b) alcanzar
y mantener coberturas de vacunacién elevadas; ¢) organi-
zar un sistema de vigilancia ambiental de enterovirus,
d) realizar estudios seroepidemioldgicos que analizaran el
estado inmunitario de la poblacién frente al virus de la po-
liomielitis y, por tltimo, e) la bisqueda y control de polio-
virus salvajes almacenados en los laboratorios. Estas cin-
co actuaciones se estan llevando a cabo en Espana desde
199716,

Los progresos en la erradicacién de la poliomielitis han
ido en aumento en todo el mundo. El nimero de casos de
polio se ha reducido el 99%, pasando de 350.000 casos es-
timados en 1988 a 918 casos en noviembre de 2004. El ni-
mero de paises endémicos ha disminuido de 125 en 1988 a
6 en enero de 2004: India, Nigeria, Pakistan, Egipto, Af-
ganistan y Niger. En la actualidad, hay tres regiones de
las establecidas por la OMS certificadas ya como libres
de la circulacién de poliovirus salvaje (América, en 1994;
Pacifico Occidental, en 2000, y Europa, en 2002).

El propésito de este trabajo es presentar los resultados
de los 6 afios de funcionamiento de la vigilancia de poliovi-
rus en Espana, para demostrar que no existe circulacién
de poliovirus salvaje en nuestro pais.

Métodos

1. Vigilancia del Plan de Erradicacion de la Poliomielitis en Es-
pana. Anualmente desde 1997, el Laboratorio de Enterovirus del
Centro Nacional de Microbiologia (CNM) ha sido acreditado por la
OMS mediante controles de calidad, revisién de procedimientos y
uso de indicadores estdandares, como Laboratorio Nacional de Polio-
virus en Espafia (LNP). En 1998 se constituy6 en Espafia la Red de
Laboratorios para el Plan de Erradicacién de la Poliomielitis en la
Vigilancia de PFA (RLPEP). Dicha red esta constituida por 9 labora-
torios distribuidos por todo el territorio nacional” y es coordinada por
el LNP. La RLPEP adopté los protocolos y técnicas recomendados
por la OMS? y es evaluada anualmente por el LNP mediante contro-
les de calidad. El funcionamiento de la red es apoyado por los epide-
miélogos responsables del Plan de Erradicaciéon en cada comunidad
auténoma, que supervisan el estudio de todos los casos de PFA de-
clarados en su comunidad. El estudio virolégico primario se realiza
en el laboratorio designado por su comunidad o en caso de no tener
laboratorio designado, se realiza en el laboratorio de microbiologia
diagnéstica del CNM que actiia como laboratorio primario de esas
comunidades.

Desde 1999 hasta la actualidad, los sistemas de vigilancia se han
visto reforzados por los datos de aislamientos y deteccién de enterovi-
rus en otros sindromes respiratorios o neurolégicos, principalmente
los aislamientos procedentes de brotes de meningitis aséptica aporta-
dos por la red al LNP.

2. La RLPEP realiza el estudio virolégico de pacientes menores
de 15 afios que ingresan en el hospital con sindrome de PFA, segun el
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protocolo establecido®. Dicho protocolo recomienda el estudio virolégico
de dos muestras de heces separadas de 24 a 48 h, dentro de los 14 dias
siguientes al desarrollo del cuadro clinico. Adem4s, incluye la posibili-
dad del estudio de entre tres y cinco contactos por cada caso de PFA.
Las muestras se inoculan en cultivos celulares (lineas celulares reco-
mendadas Hep 2, RD y L20B) observando la aparicién de efecto cito-
patico durante un minimo de 15 dias. Todo efecto debe ser confirmado
mediante técnicas de inmunofluorescencia, que permitan ademads iden-
tificar los aislados como poliovirus o enterovirus no polio.

Adicionalmente, los laboratorios recogen y envian cada mes al LNP
los datos de todos los enterovirus aislados, tanto de los casos de PFA
y sus contactos como de otros sindromes.

3. Entre las responsabilidades del LNP se encuentran las de ana-
lizar todos los datos enviados y caracterizar los aislados mediante las
siguientes técnicas:

a) Serotipado de los enterovirus no polio, mediante técnicas de mi-
croneutralizacién usando las mezclas de antisueros de Melnick® y/o ti-
pificacién molecular mediante la amplificacién, secuenciacién y estu-
dio del extremo 3’ del gen VPI®.

b) Serotipado de los poliovirus mediante dos metodologias dife-
rentes: a) inmunofluorescencia con un panel de cinco anticuerpos
anti poliovirus 1, anti poliovirus 2, anti poliovirus 3, anti-EV71 y
enterovirus genérico) (Chemicon, EE.UU. y Dako, Glostrup, Dina-
marca); b) neutralizaciéon con antisueros policlonales combinados
en 4 grupos para identificar las mezclas de poliovirus (RIVM pools,
National Institute of Public Health and the Environment, Paises
Bajos).

¢) Caracterizacion intratipica de poliovirus para diferenciar las ce-
pas vacunales de las salvajes mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa (RT-PCR) especifica para poliovirus vacunal (recomendada
por la OMS)'? y Nested-PCR seguida del an4lisis con enzimas de res-
triccién (RFLP) usando las técnicas descritas por Balanant et al'l.

d) Técnicas complementarias en caso de poliovirus vacunales aso-
ciados a casos de paralisis: a) identificaciéon de poliovirus derivados
de vacuna, con una homologia en el gen VP1 menor del 99%, median-
te amplificacién de dicho gen, secuenciacion y estudio de la secuen-
cia; b) identificacién de mutaciones en la regién 5’ no codificante aso-
ciadas con reversién a neurovirulencia'?.

Resultados

Actividad de los sistemas de vigilancia

El total de muestras estudiadas por la RLPEP durante
los 6 afios ha sido de 54.533 (13% heces y 87% de liquido
cefalorraquideo [LCR] y exudados faringeos). Los sindro-
mes estudiados se dividen en PFA (3%) y otros (97%). En-
tre estos tltimos el sindrome dominante fue meningitis
aséptica. E1 9% del total de muestras estudiadas presen-
taron aislamiento de enterovirus. Los datos detallados por
ano se presentan en la tabla 1.

Casos de PFA

En el estudio de los 268 casos de PFA declarados, el to-
tal de muestras de casos y contactos estudiados fue de
1.536 (el 92%, heces). La distribucion de los casos de PFA
a lo largo de los 6 afos ha sido: 47 (1998), 41 (1999), 48
(2000), 51 (2001), 37 (2002) y 44 (2003). En la figura 1A se
indica la distribucién del nimero de muestras estudia-
das, el namero de positivos obtenido cada afo y el rendi-
miento anual obtenido. En el primer afio es cuando méas
muestras se estudiaron, debido a un mayor ntimero de
contactos por cada caso de PFA, con un total del 11%
de aislamientos de enterovirus. Por el contrario, el afio
2002 fue en el que menos muestras se estudiaron coinci-
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TABLA 1. Resumen de la actividad de 1a RLPEP desde 1998 a 2003. Se indica el niimero de muestras estudiadas, el niimero
de aislamientos obtenidos y se detalla entre paréntesis el nimero de poliovirus, el rendimiento de enterovirus, asi como
los enterovirus no polio caracterizados en el LNP y los serotipos dominantes cada afio

Aislamientos - Enterovirus Serotipo .
Aio N{:u?ls.n:s enterovirus Rendztryn; ento no polio dominante primero domi Ser;)tlpo d
estudiadas (poliovirus) o caracterizados (% entre el total) ominante segundo
1998 9.588 368 (9) 4 80 E30 (29) E7
1999 8.113 601 (10) 7 198 E11 (28) CB2
2000 11.383 1.590 (16) 14 455 E30 (30) E13
2001 8.573 1.132 (58) 13 213 E6 (29) E30
2002 8.583 784 (52) 7 190 E30 (28,5) E11
2003 8.293 519 (51) 6 135 E11(25,9) E5
Total 54.533 4.994 (196) 9 1.271 E30

RLPEP: Red de Laboratorios para el Plan de Erradicacién de la Poliomielitis en la Vigilancia de Paralisis Flacida Aguda; LNP: Laboratorio Nacional de
Poliovirus en Espaiia; E30: echovirus 30; E11: echovirus 11; E6: echovirus 6; E7: echovirus 7; E13: echovirus 13; E5: echovirus 5; CB2: coxsackie virus B2.
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Muestras = 1.536 | 367 248 240 314 168 199 Muestras = 52.997| 9.221 | 7.865 | 11.143 | 8.259 | 8.415 | 8.094

Figura 1. Resumen de la actividad de la Red de Laboratorios para el Plan de Erradicacién de la Poliomielitis en la Vigilancia de Paralisis Flacida Aguda (A) y otros
sindromes (B). Las lineas discontinuas indican el nimero de casos de PFA por afio. El grafico de barras representa el nimero y tipo de muestras estudiadas. Las Ii-
neas continuas indican los enterovirus obtenidos en heces (gris claro) y en otras muestras (gris oscuro) apareciendo el nimero total de enterovirus aislados asi como
el de poliovirus entre paréntesis. En la parte inferior se detalla el niimero total de muestras estudiadas y el rendimiento anual en el aislamiento de enterovirus.

diendo con el menor ntmero de casos declarados (n = 37).
El rendimiento medio de enterovirus aislados de las mues-
tras de PFA durante los 6 afos ha sido del 8%.

Otros sindromes

Se han estudiado un total de 52.997 muestras proce-
dentes de otros sindromes. E1 90% han sido de LCR, por
ser la muestra adecuada para establecer una relacién di-
recta con los sindromes neurolégicos (fig. 1B). En este tipo
de sindromes los enterovirus obtenidos representaron una
media del 9%.

Tipificaciéon de enterovirus no polio

El resumen de esta actividad se presenta en la tabla 1.
El afio 2000 es el de mayor nimero de aislamientos carac-
terizados en el LNP con 455 enterovirus no polio, seguido
del afio 2001 con 213. Los serotipos mas frecuentes varian
segun los anos. El Echovirus 30 es en los anos 1998,
2000 y 2002, Echovirus 11 en 1999 y 2003 y Echovirus
6 en 2001. Destaca el comportamiento del Echovirus 13,

segundo més frecuente en 2000 y nunca antes detectado
en nuestro pafs®15,

Tipificacion y caracterizacion intratipica
de poliovirus

En la figura 2 se indican todos los aislamientos de po-
liovirus en cada afio del estudio. El total de poliovirus ais-
lados durante los 6 afios fue de 196, de los cuales el 56%
procedia de muestras de exudados faringeos obtenidas de
nifios con patologia respiratoria y el 44% restante de he-
ces. El 87% de los casos se aislaron en nifios menores de
un ano. Todos los poliovirus se caracterizaron como Sa-
bin-like (SL) y fueron confirmados como tales por el Labo-
ratorio Regional Europeo (Robert Koch Institut, Berlin).
El serotipo mayoritario fue poliovirus 1 SL (49%), seguido
de poliovirus 2 SL (29%) y poliovirus 3 SL (12%), aunque
también se aislaron mezclas. En el afio 1998, los nueve
aislamientos se obtuvieron en nifios menores de 3 meses.
Es de destacar un poliovirus 1 y un poliovirus 2 aislados
en contactos sanos de casos de PFA. En 1999, todos los
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Anos Sindromes PV1|PV2|PV3| Mezclas | TOTAL PV
PFA casos 0 0 0 0 0
1998 PFA contactos 1 0 1 0 2
Otros sindromes | 7 0 0 0 7
Casos 2 0 2 0 4
1999 Contactos 0 0 0 0 0
Otros sindromes | 4 1 1 0 6
Casos 0 0 0 0 0
2000 Contactos 0 0 0 0 0
Otros sindromes | 5 9 0 2 16
Casos 0 4 0 0 4
2001 Contactos 0 0 1 1 2
Otros sindromes | 26 | 18 5 3 52
Casos 0 0 0 0 0
2002 Contactos 2 0 0 0 2
Otros sindromes | 25 | 17 5 3 50
Casos 0 0 0 0 0
2003 Contactos 0 0 0 0 0
Otros sindromes | 24 9 8 10 51

Figura 2. Caracterizacién de los distintos tipos de poliovirus vacunales en
cada afio del estudio (gréfico de barras) y en total (grafico de sectores). La tabla
inferior detalla la distribucion de los aislamientos por afio y sindrome clinico,
diferenciando entre las muestras de casos y contactos de pardlisis flacida agu-
da (PFA).

poliovirus se aislaron en nifios menores de 6 meses excepto
un poliovirus 1 aislado de un paciente de 70 anos con dia-
rrea. En ese afio se aislaron cuatro poliovirus de las heces
de dos casos de PFA, aunque finalmente uno de ellos se
descarté como tal. En el aiio 2000, todos los poliovirus
(n = 16) procedian de otros sindromes distintos de PFA, y
de nuevo correspondian a nifios menores de 6 meses. Es-
tos primeros 3 afios de seguimiento destacan por el bajo
numero de poliovirus aislados en comparacién con los
3 afios siguientes.

En el afio 2001 se aislaron cuatro poliovirus 2 a partir de
cuatro heces consecutivas de un mismo caso de PFA. El pa-
ciente fue diagnosticado de inmunodeficiencia combinada
severa después de recibir las primeras 2 dosis de la vacuna
oral. En el afio 2002, el 83% de los aislados se obtuvieron
en nifios menores de 6 meses. Se aislaron dos poliovirus 1
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de las heces de un contacto de una paciente adulta diag-
nosticada de PFA. En el afio 2003 el 92% de los poliovirus se
obtuvieron en menores de 6 meses. De entre éstos la edad
mayoritaria era de 2 meses, con el 47%. Todos los aislados
procedian de otros sindromes distintos de PFA.

Discusion

La actividad de la RLPEP ha sido satisfactoria, ya que
durante estos afios se ha estudiado un elevado ntimero de
muestras, se ha obtenido un alto porcentaje de aislamien-
tos y, por tanto, se puede concluir que segun la clasifica-
cién virolégica de la OMS no ha habido casos de poliomie-
litis causados por poliovirus salvaje en Espafia en los afios
estudiados y el territorio puede considerarse libre de la
circulacién de poliovirus salvaje. De hecho, Esparia, junto
con el resto de la regién europea fue certificada como libre
de poliovirus salvaje en 2002.

El rendimiento en cuanto al ndmero de enterovirus ais-
lados, esta en consonancia con las epidemias de meningi-
tis por enterovirus. El ano 2000 destaca como el de ma-
yor circulacién y el de mayor actividad®. Las actividades
del Plan de Erradicacion de la Poliomielitis han permitido
estudiar sisteméaticamente las infecciones por enterovi-
rus, permitiendo mejorar los datos sobre su circulacién.
En este sentido se han confirmado como los enterovirus
mas frecuentemente caracterizados Echovirus 30,6y 11y
se ha comprobado su patrén de circulacién de periodici-
dad trianual en los brotes de meningitis, con aislamientos
espordadicos en los anos intermedios para la mayoria de
ellos. Ademas, parece existir un desplazamiento cada afo
de unos serotipos por otros, describiéndose ademas la
aparicion brusca de alguno de ellos, como el Echovirus
13131517 T,0s 9 laboratorios de la RLPEP participan en los
controles anuales de calidad y analizan las muestras de ca-
sos de PFA de su area. Sin embargo, su actividad en el es-
tudio de infecciones por enterovirus en otros sindromes es
heterogénea. Los laboratorios con mayor ntimero de mues-
tras estudiadas y aislamientos son Madrid (CNM), Barce-
lona, Granada, Las Palmas de Gran Canaria y Bilbao.

Por otra parte, respecto al aislamiento de poliovirus, se
ha producido un incremento en los tltimos 3 anos conse-
cuencia de una mayor vigilancia y concienciacién por par-
te de los laboratorios integrantes de la red. La mayoria de
los poliovirus analizados en este estudio han sido aisla-
mientos casuales en nifios acabados de vacunar que pre-
sentaban sintomas respiratorios o febriles. Sélo en 2 ca-
sos los aislamientos se relacionaban directamente con la
patologia de paralisis fldcida aguda, concretamente un
caso del afio 1999 (PFA 3003) y otro en el afio 2001 (PFA
4809) se han considerado poliomielitis posvacunal.

Es preciso consolidar los esfuerzos alcanzados en el
programa de erradicacién, y en esa linea el 15 de enero
de 2004, se produjo la declaracién de Ginebra para la
erradicacion de la poliomielitis, mediante la que los mi-
nistros de Sanidad de los Gobiernos de Afganistan, Pakis-
tan, Niger, Nigeria, Egipto y la India, los 6 paises priori-
tarios para interrumpir la transmisién de los poliovirus
en el mundo, se comprometieron a intensificar todas las
actividades de inmunizacién y de vigilancia de la polio
con el fin de lograr interrumpir la transmisién del polio-
virus salvaje.
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Todos los procedimientos establecidos deben continuar
en todos los paises hasta que se consiga la interrupcién en
el mundo de la circulacion del poliovirus salvaje, y asi evi-
tar la introduccién de dichos poliovirus en zonas libres de
ellos. Precisamente, en algunos paises declarados libres
de polio como Benin, Burkina Faso, Camerun, Republica
Central de Africa, Chad, Costa de Marfil, Ghana y Togo se
han detectado recientemente casos de poliovirus salvaje,
relacionados genéticamente con los aislados en el norte de
Nigeria. Estas importaciones parecen relacionadas con un
importante rebrote de la enfermedad en Nigeria, a conse-
cuencia de la suspensién, en agosto de 2003, de las campa-
nas de inmunizacién en algunos estados del norte. En fe-
brero de 2004 se detect6 un caso de poliovirus tipo I en
Botswana, pais que llevaba libre de polio desde 1991, y que
se relacion6 con el brote de Nigeria'8. Dicho pais ha reanu-
dado las camparnias de inmunizacién en febrero-marzo de
2004. De enero de 2004 hasta el 10 de noviembre del mis-
mo afo, se confirmaron 98 casos de polio salvaje ocurridos
en 10 paises previamente declarados como libres de polio;
se restablecia en cinco de ellos la transmision endémica de
los poliovirus importados. En los 6 paises endémicos se
confirmaron 820 casos!®. Los objetivos propuestos por la
OMS en los anos préximos (2004-2008) son: a) interrum-
pir la transmisién de poliovirus salvaje mediante la inten-
sificacién de todas las actividades de inmunizacién
(2004-2005); b) alcanzar la certificacién mundial conti-
nuando con la vigilancia PFA y con el plan de contencién
de los poliovirus salvaje en los laboratorios (2006-2008);
¢) desarrollar politicas para la era de la poscertificacion,
ya que el cese de la vacuna oral esta previsto para el afio
2009, y d) mantener la infraestructura creada en el plan de
la erradicacién de la poliomielitis y continuar con la vigi-
lancia e inmunizacién.

Espaiia, por su situacion geografica, puede ser puerta de
entrada de poliovirus salvaje y dar lugar a casos importa-
dos de poliomielitis, con lo que el proceso de vigilancia
debe mantenerse y potenciarse consolidando los laborato-
rios actuales y aumentando si es posible la participacién
de laboratorios de otras comunidades. Esta previsto un
cambio en el namero de aislamientos de poliovirus vacu-
nal debido a la sustitucién desde enero de 2004 de la va-
cuna oral por la inactivada en Espana. Por tanto, a partir
de ahora cualquier aislamiento de poliovirus debe ser con-
siderado como extremadamente sospechoso de ser un po-
liovirus salvaje o un poliovirus derivado de vacuna. Ade-
mads es muy importante que siga en activo el programa de
la contencién de los poliovirus salvajes en los laboratorios
para prevenir la reintroduccién accidental desde los labo-
ratorios de poliovirus salvajes®20-2L,

La era posterior a la erradicacién planteara nuevos de-
safios, incluido un esfuerzo masivo para garantizar el con-
finamiento seguro de las reservas de laboratorio de polio-
virus salvajes y quiza lo més dificil de todo, la aplicacién
de una estrategia coordinada a escala mundial para sus-
pender definitivamente la vacunacién con la vacuna oral
(OPV). Dado el riesgo poco frecuente pero real de polio-
mielitis paralitica asociada a la vacuna, puede que sea ne-
cesario dejar de utilizar las cepas actuales de OPV poco
después de certificar la erradicacién. Las investigaciones
en curso determinaran si se necesitara alguna vacuna en
la era posterior a la erradicacién!®?2,
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