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Utilidad de un método comercial de deteccion antigénica
en el diagnostico de la gripe A (HIN1) pandémica

Utility of a commercial antigenic detection method for
diagnosing pandemic influenza a (H1N1)

Sr. Editor:

La rapida expansion y diseminacion de la actual gripe A (HIN1)
pandémica ha tenido una intensa repercusion sobre los sistemas
sanitarios, tanto de atencion médica como de necesidades
diagnésticas’.

En la actualidad existen basicamente 4 técnicas diagnoésticas
frente a la nueva gripe, las mismas que frente a la gripe
estacional®. Las técnicas de deteccién antigénica rapidas se
caracterizan por su sencillez y rapidez, pero tienen el inconve-
niente de su baja sensibilidad, incluso en la gripe estacional®~®, El
cultivo shell vial se ha mostrado como una buena técnica
diagnostica, ya que su positividad demuestra la presencia de
virus replicativos en la muestra. Sin embargo, precisa de 1 - 3 dias
para obtener un diagnéstico especifico®’. En ambas técnicas solo
se puede establecer el diagnostico de gripe A (H1N1), de modo
que se precisan de técnicas adicionales para confirmar que se
trata de una gripe A (H1N1) pandémica*®. La técnica recomen-
dada por su rapidez, sensibilidad y especificidad en el diagnostico
de la actual gripe A (HIN1) pandémica es la PCR-RT®. Con esta
técnica se obtiene la confirmacién de que la cepa detectada en la
muestra es la verdadera gripe A (H1N1) pandémica, que circula en
el mundo. Finalmente, los estudios de respuesta serologica tienen
escasa utilidad en el diagnéstico clinico rapido y deberian
utilizarse para estudios epidemiolégicos>~>.

Debido al incremento de muestras que se reciben en los
laboratorios para el diagnoéstico rapido de la gripe A (HIN1)
pandémica, se decidio utilizar una técnica antigénica rapida para
valorar su utilidad y aplicabilidad en esta situacion clinica.

Asi, durante el mes de julio se han estudiado de forma
prospectiva 201 muestras respiratorias con sospecha clinica de
infeccion gripal pandémica. La deteccion antigénica rapida se
realiz6 con el sistema de inmunocromatografia (IC) comercial
Directigen EZ Flu A+B (Becton & Dickinson, EE.UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Asimismo, cada muestra fue sem-
brada en viales de la linea celular MDCK (Vircell, Granada, Espaiia)
e incubados 24 - 48 h a 36 °C. Las monocapas fueron reveladas con
un anticuerpo monoclonal especifico para el virus gripal A
(Monofluo Kit Influenza, BioRad, Irlanda) mediante una técnica
de inmunofluorescencia indirecta. El estudio comparativo entre el
sistema de IC y el cultivo shell vial se realizé durante el periodo en
que la PCR-RT especifica frente al virus gripal A (HIN1)
pandémico no estaba operativa.

A todas las muestras se les realizo la detecciéon antigénica
rapida al cumplir los criterios de ingreso hospitalario, siendo
globalmente positiva en 19 casos (9,4%). El cultivo shell vial dio
como positivas a gripe A (HIN1) 81 muestras (40,2%), de ellas 19
(23,4%) lo fueron inicialmente en la técnica antigénica de IC.

En comparacion con el cultivo shell vial, la técnica antigénica
de IC ha presentado una sensibilidad del 23,4%, una especificidad
del 100% (todas las muestras positivas en la IC crecieron en el
cultivo shell vial), un valor predictivo positivo del 100% y un valor
predictivo negativo del 65,9%.

La técnica de IC analizada no esta disefiada para el diagndstico
especifico de la gripe A (H1N1) pandémica; sin embargo, al
utilizar la nucleoproteina como antigeno a detectar, permite la
posibilidad de detectar este tipo de cepas®’. Como puede
observarse, la sensibilidad de esta técnica ha sido muy baja
(23,4%), por lo tanto, no puede utilizarse ni recomendarse como
técnica rutinaria de diagnoéstico rapido. La principal causa de esta
baja sensibilidad parece deberse a la necesidad de una elevada
carga viral en la muestra para dar una reacciéon positiva. Esta
hipétesis ha sido confirmada por el estudio del CDC, que con este
mismo sistema de IC obtienen una sensibilidad global del 49%. Al
comparar con la PCR-RT, observan como la deteccién antigénica
presenta una sensibilidad del 80% cuando la muestra es positiva
antes de los 20 ciclos, lo cual demuestra una elevada carga viral en
la muestra. La sensibilidad de la misma va disminuyendo a
medida que la PCR-RT necesita de un mayor namero de ciclos
para ser positiva (16% de sensibilidad en mas de 30 ciclos)*.

Una de las posibles ventajas de la técnica de IC es su especificidad
y valor predictivo positivo (100%), es decir, si la técnica es positiva, es
seguro que el virus gripal A estd en la muestra y, ademas, en una
elevada concentracion viral. Prueba de ello es que en los casos
positivos en la IC, el cultivo shell vial a las 24 h fue siempre positivo, lo
cual permitia realizar el diagnostico de una forma rapida, aunque en
ambos casos requeria una confirmacion posterior de que la cepa
aislada era una gripe A (HIN1) pandémica®#®.

Uno de las posibles inconvenientes de la utilizacion rutinaria de la
técnica de IC es el elevado coste de la misma, frente al bajo
rendimiento diagnoéstico de la misma. Sin embargo, en nuestro
laboratorio la utilizamos de forma rutinaria desde hace afios y, por lo
tanto, no ha incrementado el coste total del proceso diagnéstico®. El
cultivo shell vial es una técnica laboriosa, pero permite disponer de la
cepa gripal para, posteriormente, realizar estudios de caracterizacién
antigénica y sensibilidad frente a los antivirales especificos’.

Por lo tanto, a pesar de la baja sensibilidad de la IC, creemos que
podria utilizarse en aquellos pacientes ingresados graves en los cuales
podria preverse una elevada carga viral. Como apunta el CDC, la
positividad en esta prueba deberia utilizarse para iniciar decisiones
terapéuticas, clinicas y epidemiologicas sin esperar a otras positivi-
dades*. Sin embargo, debe recordarse que la negatividad en las
técnicas rapidas no excluye la infeccion gripal y, por lo tanto, los
aspectos clinicos y epidemioldgicos del paciente deben prevalecer
sobre este diagnostico inicial. En las actuales circunstancias epide-
miologicas en las que se ha realizada este estudio (finales de julio), se
consider6 que toda IC positiva a gripe A (HIN1) y cultivo shell vial
positivo a gripe A (HIN1) debian ser considerados como gripe A
(H1IN1) pandémica. Todas las cepas aisladas de gripe A (H1N1) en este
periodo fueron remitidas al Centro Nacional de Microbiologia
(Majadahonda, Madrid) y fueron confirmadas como cepas gripales A
(HIN1) pandémicas.
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Prevalencia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
subtipo 1 con tropismo R5 en pacientes infectados por el VIH-1
pretratados en Espaia

Human immunodeficiency virus (HIV) type 1 with R5 tropism
among HIV-1 antiretroviral-experienced patients in Spain

Sr. Editor:

Introduccion

Los ensayos clinicos con maraviroc y con otros inhibidores de
la entrada del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)-1 asi
como un namero reducido de estudios observacionales han
proporcionado informacién limitada sobre la epidemiologia del
tropismo del VIH-1 entre pacientes pretratados'. Sin embargo, se
conoce poco de los distintos patrones de distribucién del tropismo
en la mayoria de los paises. Por esta razon, se consider6 necesario
establecer la prevalencia del VIH-1-R5 en nuestro pais.

Pacientes y diseiio

El objetivo del presente analisis fue estimar la prevalencia del
tropismo de VIH-1 en pacientes pretratados en Espaiia. Se incluyo
a todos los pacientes espafioles participantes en el programa de
acceso expandido (expanded access program) para maraviroc
(A4001050; agosto de 2007-enero de 2008), a los que solicitaron
el acceso al farmaco por el programa de uso compasivo (julio de
2007-enero de 2008) y a los pacientes incluidos en el estudio

Tabla 1

ALLEGRO (A4001077; enero-junio de 2008). Para acceder al
programa de acceso expandido o al programa de uso compasivo,
los pacientes tenian que demostrar resistencia al menos a 2 de las
3 familias clasicas de antirretrovirales (ITIAN, ITINAN, IP) y una
historia previa de tratamiento antirretroviral que justificara la
necesidad de utilizar este nuevo farmaco ante la imposibilidad de
crear una combinacion de rescate de farmacos activos con los
medicamentos ya comercializados. En el caso del estudio
ALLEGRO, solo tenian como criterio de inclusién una carga viral
detectable. A todos los pacientes se les realizo el test original
Trofile™ (Monogram Biosciences, South San Francisco, California,
EE. UU.)%. En todos los casos se trataba de adultos infectados por el
VIH-1 con una carga viral > 1.000 copias/mm?> en el momento de
la prueba. Estadistica. Se utilizaron métodos descriptivos, los datos
se expresaron en valores absolutos o en porcentajes. Se utilizé un
modelo de regresion logistica para identificar la asociacion entre
las covariables clinicas y el tropismo R5. Los datos se analizaron
con el software SAS v. 8.2.

Resultados

Nuestro analisis incluyé un total de 865 pacientes, sus
caracteristicas generales se muestran en la tabla 1. Se
excluyeron del analisis, debido a un Trofile™ no reportable, 125
casos (14%). El test de tropismo demostr6 una prevalencia
mayoritaria del VIH-1-R5 (el 66% de los pacientes, n=488),
mientras que el D/M se detect6 en el 31% (n=229) y el X4 en
tan solo el 3% (n=23). El 15% de los sujetos de nuestro andlisis
estaba en una tercera linea de tratamiento y el 68% en la cuarta
linea o superior. El andlisis de las covariables clinicas asociadas al

Caracteristicas principales de la poblacion (estudio ALLEGRO, programa de acceso expandido y programa de uso compasivo)

Estudio ALLEGRO (n=4.960) EAP (n=286) EAP-Espaiia (n=83)
Edad media en afios, media (rango) 44 (35-52) ND 40 (33-55)
Varones, n (%) 357 (72) 210 (73) 75 (90)
Caucasicos, n (%) 466 (94) 265 (93) ND
CD4+ células/mm?>, mediana (rango) 261 (140-410) 239 (47-239) 180 (15-250)
VIH-1/ARN (copias/ml), media 92.526 200.709 210.000

ARN: acido ribonucleico; EAP: expanded access program ‘programa de acceso expandido’; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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