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A3
INTRODUCCION
Las infecciones respiratorias virales son el tipo de infecciones mas diseminadas
en el mundo, se asocian con costos considerables y con mala calidad de vida.
Se ha descrito frecuencias muy variables de virus respiratorios como etiologia
de neumonia adquirida en la comunidad en adultos: desde 1% hasta 56%, una
tercera parte se encuentran en coinfeccion con bacterias [9, 10], [4] de acuerdo
al método diagnéstico utilizado y la poblaciéon analizada. En un estudio de
1200 adultos mayores con neumonia adquirida en la comunidad, influenza A 'y
B (5.4% de los casos) y VSR (4.4% de los casos) fueron el 2° y 3er patdbgenos
mas frecuentemente identificados después de S. pneumoniae (6.2% de los
casos), [5] en otro estudio, realizado en Japén, se encontré que 13% de todas
las causas de neumonia adquirida en la comunidad, en ancianos eran

ocasionadas por virus [11].

Los principales virus respiratorios que se asocian a neumonia en la poblacion
adulta son: influenza, virus sincicial respiratorio (VSR), parainfluenza,
adenovirus y rhinovirus [12] [13] Cada uno tiene un patrdén estacional de
presentacion VSR e influenza, los cuales son los mas frecuentes tienden a

presentarse en primavera-verano.

La participacién de los virus respiratorios en neumonia adquirida en la
comunidad es un tema que ha sido estudiado ampliamente, en general se
considera que se presentan en 15% de los casos, porcetaje mayor cuando se
trata de ancianos, inmunocomprometidos o pacientes con enfermedades

cronicodegenerativas.

No existen estudios en adultos mexicanos acerca del porcentaje de virus
respiratorios en neumonia adquirida en la comunidad en poblacién adulta.



RESUMEN

Antecedentes: Los virus respiratorios se asocian a neumonia adquirida en la
comunidad en poblaciéon adulta en 15 % de los casos, porcentaje que puede
aumentar hasta 30% si se trata de poblacién inmunocomprometida, o disminuir
hasta 4% si la poblacion adulta es inmunocompetente y sin comorbilidad
alguna.

Objetivos: Conocer la incidencia y patrén estacional de virus respiratorios en
pacientes con diagnéstico de neumonia adquirida en la comunidad que son
hospitalizados en el .N.C.M.N.S.Z.

Material y métodos: Se estudiaron todos los pacientes que acudieron al
servicio de urgencias del I.N.C.M.N.S.Z. desde el 4 de diciembre 2006 hasta el
17 de junio 2007, se tomo muestra de exudado nasofaringeo, previo
consentimiento verbal del paciente, y se realizd PCR anidado para deteccion
de VSR, virus de influenza A, B, y C y adenovirus.

Resultados: Se estudiaron 92 pacientes adultos con diagnéstico de neumonia
adquirida en la comunidad, 23 pacientes (25%) presentaron virus respiratorios.
El principal virus aislado fue VSR. No hubo diferencia estadisticamente
significativa entre sexo, edad, las comorbilidades del paciente, los aislamientos
bacterianos, el prondstico, el nUmero de dias de estancia intrahospitalaria al
comparar grupos de pacientes con y sin aislamiento bacteriano. VSR e
influenza se presentaron con mayor frecuencia en invierno, adenovirus en
primavera.

Conclusiones: Una cuarta parte de los pacientes adultos con diagnéstico de
neumonia adquirida en la comunidad presenta virus respiratorios. El patrén de
presentacion de los mismos es estacional, con mayor frecuencia en primavera
e invierno. No encontramos diferencias estadisticamente significativas que
pudieran determinar algun factor de riesgo para infeccibn por virus

respiratorios.



A4: ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA

Las infecciones respiratorias son la principal causa de carga de enfermedad a
nivel mundial; en paises ingreso promedio bajo y medio son la primera causa
de AVP e y son el segundo lugar de AVAD (afios de vida perdidos por
disacapacidad o muerte, DALYs por sus siglas en inglés) precedidas en
importancia sélo por las condiciones perinatales. [1] En Estados Unidos el
costo aproximado de la atencién por infecciones respiratorias virales se estima
en 25 mil millones de dolares al ario. El CDC reporté 148 millones de dias de
actividad restringida, 20 millones de dias de trabajo perdido, 22 millones de
dias de ausencia escolar y 45 millones de dias de cama en EUA, por afio. [2]
Tan sélo influenza ocasiona 95,000 hospitalizaciones anuales en EUA [3] y
21,300 muertes por todas las causas se asocian a influenza. [4] La frecuencia
de muertes asociadas a influenza, tiene una tendencia a aumentar, segun un
estudio de prevalencia realizado en EUA, donde se encontré un incremento de
83% en muertes ocasionadas por influenza comparando los periodos de 1976-
77 vs. 1997-98 [5].

En nuestro pais, de acuerdo al Sistema Nacional de Salud 2005, neumonia,
influenza e infecciones respiratorias agudas son la tercera causa de morbilidad,
precedidas por causas obstétricas y por accidentes; ocasionan 137,000
egresos hospitalarios al ano. Como grupo, neumonia e influenza se encuentran
entre las 20 primeras causas de egresos hospitalarios y dentro de las 10
primeras causas de mortalidad.[6] La mortalidad mas alta ocasionada por
neumonia e influenza se ha reportado en temporada invernal. En un periodo
de 15 afos, unicamente en el mes de enero, se registraron 770 (/C 630-910) y
1154 (IC 1023-1285) defunciones en menores de 2 afios y mayores de 65
anos, respectivamente, mientras que en agosto y junio solo ocurrieron 281 (/C,
198-365) y 262 (/C,183-341) defunciones. [7]

La morbilidad y mortalidad asociadas a virus respiratorios es variable, depende
en gran parte de la poblacién que se estudie, del método diagnostico utilizado y



de la época del afno que se analice. La poblacién adulta principalmente
afectada son las personas mayores de 65 afos, los pacientes con
enfermedades cronicas subyacentes y los adultos inmunocomprometidos[8] [9]
[10][11][12] [13] [14]. En adultos inmunocompetentes con neumonia adquirida
en la comunidad, se han encontrado virus respiratorios en 16% (Reino Unido,
2000) [15], El 61% de éstos corresponden a virus de influenza, [15]. Cuando se
separan los adultos inmunocompetentes sin enfermedades crénico
degenerativas alguna, la proporcién disminuye a 4%. [16] En poblacién militar,
quienes no tienen alguna comorbilidad aparente, pero quiza con cierto grado de
inmunocompromiso por las jornadas laborales exhaustivas, la mala
alimentacion y escaso descanso, los virus respiratorios se encontraron en 11%
de quienes reportaban sintomas respiratorios severos, y 80 a 100% de éstos se
ausentaron a sus labores. [17] En adultos mayores,13% de las
hospitalizaciones por neumonia adquirida en la comunidad son causadas por
virus, [8] principalmente influenza A 'y B (5.4% de los casos) y VSR (4.4% de
los casos). Se calcula que 3-7% de los ancianos se infectaran por virus
sincicial respiratorio anualmente, y entre 1-10% de éstos desarrollara
neumonia[9]. Los ancianos que fallecen con diagnéstico de influenza, en

general no eran personas discapacitadas antes de contraer la enfermedad[18].

En adultos con condiciones cronicas subyacentes (EPOC, insuficiencia
cardiaca, anemia crdnica, insuficiencia renal crénica, cancer, cirrosis hepatica)
que se hospitalizan por infecciones respiratorias, se han aislado virus
respiratorios en 10 a 35.6% de los casos[9, 16]. La frecuencia varia de acuerdo
a la edad y a | tipo de virus: el virus de influenza se ha encontré6 en 20% en
pacientes de 18 a 44 anos, 15% en pacientes con 44 a 65 afos y 10% en

mayores de 65 afnos.[9]

En pacientes inmunocomprometidos con neumonia, especificamente en
pacientes con transplante, se han encontrado influenza de 14 a 52%, VSR de
21 a 48%, parainfluenza 11 a 49%, adenovirus 0 a 21 %. [10] La mortalidad
gue ocasionan los virus respiratorios en pacientes de éste grupo con neumonia
se ha descrito en porcentajes variables: VSR 0 a 60%; influenza 0 a 57%.

Cabe destacar que las publicaciones con mayor nimero de casos, eran las que



reportaban porcentajes superiores, tanto en prevalencia como en mortalidad,
mientras que en aquellas que contaban con menos de 10 casos se
encontraron porcentajes cercanos al 0%. El adenovirus ocasiona muerte por
neumonia en 1 a 3% de los pacientes cuando se conserva la inmunidad celular,
especificamente células T, y en 30% cuando hay deplecién de células T. Es
poco frecuente encontrar rinovirus en neumonias adquiridas en la comunidad
en inmunocomprometidos, sin embargo, cuando se presenta, la mortalidad
reportada es del 29%. [11]

Existen escasos datos en cuanto a la epidemiologia de neumonias asociadas a
virus respiratorios en nuestro pais. En un estudio realizado en San Luis Potosi,
de un afno de duracién, (N=285) se encontraron virus respiratorios, por técnica
de inmunofluorescencia, en el 47% de los nifos que requerian hospitalizacion
por infecciones de vias respiratorias bajas [19]. Otro reporte realizado en
autopsias de nifios que fallecieron por neumonia, en el que se utiliz6 PCR en
tejido pulmonar para detectar virus respiratorios, se encontraron éstos,
principalmente VSR, en el 30% de los casos [20]. En adultos con neumonia
adquirida en la comunidad existe un solo estudio realizado en México, el cual
se llevd a cabo en Yucatan en 1999 (N=288), utilizando técnica de
inmunofluorescencia y cultivo viral, encontradndose virus de influenza en 13%
de los pacientes que se internaban con diagnoéstico de neumonia adquirida en

la comunidad, en un periodo de 10 meses [1].

PATRON ESTACIONAL DE LA INFECCION POR VIRUS RESPIRATORIOS

Las infecciones por virus respiratorios tienden a presentarse con patrones
estacionales; las razones de ello son poco claras [21] En general, los meses de
junio a agosto son los de menor prevalencia de neumonias asociadas este tipo
de agentes [16], aunque cada virus tiene un patron caracteristico. Se ha
descrito que las infecciones ocasionadas por el virus de influenza tienen
tendencia a presentarse en invierno-primavera, con una periodicidad de 1 a 3
anos; aquellas causadas por VSR, se han reportado mas frecuentemente al
final del otono, en el invierno y al inicio de la primavera, con periodicidad anual,



frecuentemente coexistiendo con infecciones ocasionadas por influenza [21];los
virus parainfluenza se han detectado principalmente en el periodo de otofo a
primavera, cada 2 a 3 anos; los rinovirus no tienen patrén estacional, ya que se
han encontrado en prevalencia similar durante todo el afio, aunque algunos
sefialan que se encuentran mas frecuentemente al inicio de la estacion otonal,
probablemente relacionados a brotes que ocurren cuando los nifios inician el
ciclo escolar.[21] Algunos reportes sefialan, sin embargo, que es frecuente
encontrar coinfecciones en la misma estacion del ano, aunque no se considere
ésta como su patron clasico de presentacién [22], Las infecciones pro
adenovirus pueden ocurrir a lo largo del ano pero brotes de adenovirus
asociados a infecciones respiratorios han sido mas comunies en el invierno

tardio primavera e inicio del verano.[23]

En nuestro pais, la frecuencia de virus respiratorios es similar a la reportada
internacionalmente; Manjarrez y cols. y Loépez y cols. realizaron estudios por
separado en hospitales de la ciudad de México, en los que encontraron mayor
prevalencia de virus respiratorios en infecciones respiratorias en poblacion
pediatrica en otofio[24], datos coincidentes con los de Noyola y cols en San
Luis Potosi, en nifos con neumonia, en quienes la mayor frecuencia de ésta
asociada a virus también se observé durante esa temporada[19]; Noyola y cols,
reportaron una mayor frecuencia de influenza en infecciones respiratorias
agudas al inicio del invierno; el virus sincicial respiratorio tendié a presentarse a
finales del invierno e inicio de primavera, y parainfluenza no presentd ningun
patrén caracteristico[25, 26] En el afno 2000, el I.N.C.M.N.S.Z. realiz6 un
estudio en nifos con infeccion respiratoria aguda en areas aledanas a la ciudad
de Meéxico, cuyos resultados coinciden con lo reportado por Manjarrez y
Noyola.

VIRUS RESPIRATORIOS ASOCIADOS A NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA
COMUNIDAD

Los principales virus respiratorios que se asocian a neumonia en la poblacion
adulta son: influenza, virus sincicial respiratorio (VSR), parainfluenza,
adenovirus y rinovirus [27] [22]



La frecuencia de virus respiratorios en neumonias en la poblacién adulta
aumenta con la edad, siendo mayor en los adultos mayores [28]. Se han
descrito diversas hipétesis para esto.

En adultos mayores, a nivel respiratorio existe disminucion de fuerza de
musculos respiratorios, disminucion de produccion de moco protector, menores
elasticidad pulmonar y niveles de elastina y colageno en ductos alveolares; en
la funcién inmune, hay menor cuenta de células T naiive, aumento en células T
de memoria, disminucion en la proliferacién de células T, falta de balance en
respuesta Th1-Th2, disminucion de respuesta de células B a nuevos antigenos,
autoanticuerpos aumentados, disminucién de citotoxicidad de células NK,
disminucién de la respuesta de células NK a IL-2, aumento de FNT, IL-1. IL-6 e
IL8 [29]. En un estudio en adultos con enfermedades crénicas (enfermedad
pulmonar obstructiva crdnica, insuficiencia cardiaca, anemia crénica,
insuficiencia renal crénica, cancer y condiciones de inmunocompromiso) que se
hospitalizaron por infecciones respiratorias (N=1029), la frecuencia de
aislamiento viral resulté no estar en relacion directa con la edad: en total 35.6%
tenian al menos una infeccién por virus respiratorios, de éstos, 39% en
pacientes tenian 18-44 anos, 27%, 45 a 64 anos y 19.3% mas de 65 afnos.[9]
Influenza, rinovirus, virus sincicial respiratorio, adenovirus y parainfluenza se
han reconocido cada vez con mayor frecuencia como causantes de eventos

devastadores en pacientes inmunosuprimidos. [10, 30]

Virus de Influenza.

El virus de influenza es un virus RNA, perteneciente a la familia
Orthomyxoviridae. Es el virus respiratorio asociado a mayor morbilidad y
mortalidad. Hipocrates describié el primer caso de influenza en 412 AC. En
1580 se describié la primera pandemia que concuerda claramente con la
descripcién de influenza . Desde entonces, se han reportado 31 pandemias, la
mayor en 1918-19 que ocasioné 21 millones de muertes en el mundo.

Los virus de influenza se clasifican en A, B o C de acuerdo a las diferencias
antigénicas principales. Cada tipo de virus de influenza se subdivide de
acuerdo al tipo de hemaglutinina (H) o neuraminidasa (N) que presenten como



glucoproteinas de superficie. La hemaglutinina inicia la infeccion uniéndose a
los residuos celulares de acido siélico, y la neuraminidasa hace que se libere
virus recién sintetizado de los residuios de acido sialico de la células infectada,
con lo que permite que el virus pueda infectar a células adyacentes. En la
actualidad se han identificado 16 tipos de hemaglutinina (H) y 9 de
neuraminidasa. [31, 32]

Los virus de influenza A se describieron por primera vez en 1933, afectan
animales y al hombre y son factor causal de epidemias y pandemias. Los
subtipos encontrados en pandemias son H3N2, H1N1, H2N2, HON2 y B [33],
[34], [35], [28]; rara vez se han reportado 2 subtipos en un mismo paciente [36]
Las aves silvestres son el principal reservorio de virus de influenza.[32] EI
subtipo H5N1 es el virus de influenza aviar mas comiunmente reportado en
humanos (en 1997 en Hong Kong, donde murieron 6 personas vy
posteriormente en Vietnam, Tailandia y en aves de corral de otros lugares de
Asia y de Europa), aunque también se han descrito H7 (Holanda) y H9 (China)
[33]. Los virus de influenza B se identificaron en 1940 afectan a los humanos
causando epidemias moderadas, aunque tiene poco tiempo que también se
encontraron en focas. Los virus de influenza C se describieron en 1950
infectan a humanos y existe evidencia serologica de infeccién en cerdos y
perros. [32] [31]

En la descripcidén clasica de influenza asociada a complicaciones del tracto
respiratorio inferior se enumeran 4 sindromes: (1) no neumonia radiolégica, (2)
infeccion viral seguida de neumonia bacteriana, (3) neumonia viral rapidamente
progresiva, y (4) neumonia bacteriana concomitante[18]. Los sintomas clinicos
de influenza se deben a la liberacidén de citocinas durante la replicacion viral al
inicio de la enfermedad. Algunos de los sintomas respiratorios, notablemente
tos, suelen presentarse después de dafio y destruccion de células epiteliales
causadas por replicacion del virus. Se presenta fiebre en mas de 80% de los
casos, cefalea, calosfrios e inicio subito en mas de 60%. En nifilos menores de
3 anos puede haber también vomito, anorexia, convulsiones febriles. [34] La
combinacién de fiebre y tos en adultos jovenes tiene un valor predictivo positivo
para aislar virus de influenza en secreciones respiratorias, de 79% y 85%
respectivamente en aquellos que se presentan en las primeras 48 y 36 h. La



fiebre es particularmente significativa, es marcador de severidad y un indicador
de que el paciente se puede beneficiar con el tratamiento con inhibidor de
neuraminidasa. [34]

Las manifestaciones clinicas en adultos mayores merecen especial mencion.
En este grupo poblacional la tos, fiebre e inicio agudo de la enfermedad tiene
un valor predictivo positivo de tan solo 30%. [31] Fiebre y estado mental
alterado pueden ser los Unicos signos de neumonia por influenza. Las
molestias gastrointestinales, fiebre y mialgias pueden ayudar a distinguir
influenza de otros virus respiratorios como VSR. La neumonia viral pura es
poco comun, quiza debido a inmunidad inducida por infeccién previa o por
vacunacién. Solo 30% de los pacientes hospitalizados con influenza tienen
infiltrados radiograficos, mientras que un porcentaje similar tienen hallazgos
consistentes con insuficiencia cardiaca congestiva u otras enfermedades [37].
La incidencia de neumonia coexistente con influenza se ha identificado en
aproximadamente 10% de los casos [37]. Las infecciones duales bacterianasy
virales son mas frecuentes que las infecciones virales por si solas [18, 38, 39].
En personas vacunadas la infeccién por influenza aparece en 2 a 6 %, de éstas
5% desarrolla neumonia pura por influenza. [16] Tres cuartas partes de las
muertes ocasionadas por influenza ocurren en personas mayores de 65 anos,

las cuales generalmente no eran discapacitadas previo a la infeccién. [18]

Virus sincicial respiratorio

El Virus sincicial respiratorio (VSR) es un virus RNA que pertenece a la familia
Paramixoviridae, y causa formacion de cincitio caracteristica. [40], [41]. Es una
de las causas virales mas importantes de infecciones del tracto respiratorio
bajo en nifios, en quienes también ocasiona sindrome gripal faringitis, otitis
media [42, 43], [4] Es la principal causa viral de muerte por neumonia en
menores de 2 anos [20]. En ancianos, esta entre las 2 primeras causas
identificadas de neumonia viral. VSR se aisl6 por primera vez en 1956 de un
chimpancé con sindrome gripal y luego en nifios pequefios con neumonia. En
1960 se describié por primera vez la neumonia asociada a VSR en ancianos.
Sin embargo se considerd un patégeno significativo hasta 1980 cuando se
reportd un brote en un asilo. Se ha estimado que el VSR puede ocasionar



neumonia de un 5 a un 67% y muerte de 0 a 53% de éstos, especialmente sise
trata de personas menores de 2 afos o mayores de 65 anos. [4], [41] En
militares en reclutamiento ocasiona sintomas moderados a severos incluso en
un 80% de los que se aislé [17]. En pacientes con condiciones crénicas
subyacentes, hospitalizados por infeccion respiratoria, se ha encontrado con
una frecuencia cercana al 10%[9], 35 % de los pacientes post transplantados
de médula 6sea pueden desarrollar neumonia al estar infectados con VSR [44].
En EUA se estima que el 3-7% de los ancianos se infectaran por VSR
anualmente, ocasionando la muerte en 10,000. 1-10% de la poblaciéon de
adultos mayores que habitan en asilo, tendra neumonia por VSR cada afo. Se
ha descrito durante las mismas temporadas de epidemias ocasionadas por el
virus de influenza [45], [46],[47]

Las manifestaciones clinicas de neumonia por VSR son dificiles de distinguir
de otras neumonias virales o bacterianas. La enfermedad tipica inicia con
congestion nasal la cual gradualmente progresa a sibilancias y dificultad
respiratoria. Comparado con influenza, VSR se asocia mas frecuentemente
con rinorrea, produccién de esputo, sibilancias, mientras que fiebre y molestias
gastrointestinales son mas comunes con influenza, aunque el cuadro puede ser
indistinguible entre ambos. En casos de VSR comprobados por cultivo, los
infiltrados tienden a ser pequefios y bien definidos, aunque se ha descrito
consolidacion. 70% de los pacientes con neumonia por VSR tienen cuenta
normal de leucocitos. [31] [48] La inmunidad por VSR es incompleta, y ocurren
reinfecciones a lo largo de toda la vida, en adultos jovenes usualmente las
manifestaciones de las reinfecciones son leves pero empeoran con la edad

hasta llegar a ser severas e incluso fatales. [31]

Parainfluenza Virus

Los virus parainfluenza infectan a casi todos los nifios, para la edad de 5 anos,
90 a 100% tiene anticuerpos para parainfluenza tipo 3, la inmunidad es
transitoria y la reinfeccion es frecuente en adultos o nifos mayores [49]. Los
virus parainfluenza pertenecen a la familia Paramyxoviridae y son miembros del
género Respirovirus (virus parainfluenza tipo 1y 3) y rubulavirus (parainfluenza

tipos 2, 42 y 4B). El virus parainfluenza se une a las moléculas de &cido sidlico



por la proteina hemaglutinin-neuraminidasa. Los serotipos varian en cuanto a
su presentacion clinica y patrdn estacional: El serotipo 1 se encuentra en otofo
cada tercer ano, se asocia con bronquiolitis, neumonia y ocasiona la mitad de
casos de croup; el serotipo 2 puede presentarse igualmente cada tercer ano
aungue es mas comun que tenga patron anual, también ocasiona croup. El
serotipo 3 tiende a infectar nifios menores de 6 meses de edad, no se asocia
especificamente a crup, y es mas frecuente que cause bronquiolitis y neumonia
en ninos pequenos. Generalmente se considera enfermedad de nifos, aunque
se han descrito, principalmente el serotipo 3, como causantes de neumonia en
adultos mayores y en inmunocomprometidos en porcentajes variables: en 1983
en un brote de parainfluenza 1 y 3 en algunos asilos y hospitales se
encontraron que los indices de neumonias eran muy altos (17-29%) con gran
cantidad de muertes; en otro estudio en 23 de 361 pacientes con neumonia se
encontrd virus de parainfluenza. En personas entre 60 y 70 afos, 70 a 80 anos
y mas de 80 afos, se asocié con 11, 14 y 21% de las enfermedades del tracto
respiratorio respectivamente, utilizando como método diagnéstico la conversion
serolégica. En un estudio retrospectivo [16] se encontré que causaban 8% de
las neumonias virales adquiridas en la comunidad en adultos
inmunocompetentes, [9] afectaba a 12% de los adultos de 18 a 44 anos, 10%
entre 45 y 65 afnos y mas de 20% en aquellos con mas de 65 anos, todos estos
con alguna enfermedad crénica subyacente. [9] En pacientes
inmunosuprimidos, especificamente post transplante de médula 6sea, se
documenté que una tercera parte de los que presentaban un espécimen
positivo con parainfluenza virus desarrollaban neumonia, sin encontrarse
diferencias al compararlo con influenza y VSR. [44] También se ha involucrado
en exacerbacion de EPOC [4]. El patrén clinico de presentacion (fiebre,
rinorrea, tos,odinofagia) no es caracteristico ni orienta al diagndstico de
neumonia por virus de parainfluenza[29]. La radiografia de térax puede ser
normal, mostrar infiltrados intersticiales o alveolares, focales o difusos, incluso

pueden verse imagenes consistentes con lesion pulmonar aguda. [31]

Adenovirus



Los adenovirus son virus DNA sin envoltura, se dividen en 51 serotipos y 6
subespecies. Causan el 8% de todas las enfermedades virales. [50] La
enfermedad mas severa se debe a tipos 3 y 7. Adenovirus se ha asociado a
una gran variedad de sindromes clinicos: conjuntivitis epidémica, faringitis
aguda viral (es la causa viral mas frecuente de ésta), fiebre faringoconjuntival,
gueratoconjuntivitis epidémica, cistitis aguda hemorragica, hepatitis, neumonia
[51], [52]. En cuanto a infecciones respiratorias generalmente se trata de casos
leves. Los sintomas incluyen fiebre, tos, malestar, disfonia, odinofagia,
mialgias, artralgias, cefalea y, menos frecuentemente linfadenopatia cervical y
conjuntivitis. Puede ocasionar brotes hospitalarios en centros de cuidados de
salud tanto en nifios [53] como en adultos, en quienes se han reportado brotes
de neumonia tanto en lugares tales como hospitales psiquiatricos v,
tipicamente, en centros de reclutamiento militar [49], [54], [51], [50]. En estos
brotes, hasta 80% de los pacientes adultos sintomaticos se desarroll
neumonia a pesar de ser inmunocompetentes [54]. Incluso el 10% de militares
enfermaban y el 90% de las causas de neumonia era adenovirus. Esta
situacion cambié dramaticamente al introducir la vacuna con adenovirus vivo
atenuado contra serotipos 4 (especie A) y 7 (especie B) en 1971, misma que se
descontinué en 1996 ocasionando nuevos brotes de adenovirus similares a los
previamente reportados. [51]. En un estudio retrospectivo en pacientes con
transplante de médula ésea se encontré6 que 35% de aquellos que tuvieron un
espécimen positivo para adenovirus, desarrollaron neumonia [44]. También se
ha reportado neumonia, con frecuencia creciente entre pacientes con leucemia,
enfermedad de Hodgkin, VIH o receptores de transplante de médula ésea u
otros érganos. Las manifestaciones radiolégicas varian desde infiltrados en
parches a infiltrados difusos intersticiales que semejan a aquellos por otras
neumonias adquiridas en la comunidad. Como se menciond previamente
lamortalidad ocasionada por adenovirus en neumonias de la comunidad
depende principalmente del estado de deplecién linfocitaria en que se
encuentre el paciente cercana a 0% cuando no existe tal, y hasta de 29%

cuando hay deplecién funcional o cuantitativa de linfocitos. [11]

Rinovirus



Rinovirus es un virus RNA, pertenece a la familia picornavirus, comparte
propiedades basicas con enterovirus. Es la causa mas comun de sindrome
gripal en nifios y adultos [55], [56], [57]. Suelen presentarse calosfrios sin
fiebre, la tos y la disfonia ocasionalmente forman parte de la enfermedad.
Pueden ocasionar infecciones sinusales, otitis media aguda, en ésta ultima la
infeccién por adenovirus, es la causa mas frecuente de falla terapéutica con
antibiéticos [43]. La poblacién especialmente susceptible a infeccion por
Rinovirus son los ancianos, ninos, y personas con inflamacién preexistente de
la via aérea (asma, EPOC, tabaquismo, fibrosis quistica) [58], [59], [18], [57].
Hasta 20% de las exacerbaciones de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
son causadas por adenovirus, de hecho es el virus que se aisla mas
frecuentemente en este grupo de pacientes cuando se encuentran vacunados
vs. influenza [58]. Es también el virus mas frecuentemente encontrado en
pacientes con asma cuando requieren hospitalizaciéon por infeccién de vias
aéreas [57]. Al estudiar rhinoviremia en nifios se vio que la mayoria de los que
la presentaban (80%) tenian asma. [60]. 90% de los adultos mayores que
contraen infeccidon por adenovirus pueden presentar signos y sintomas del
tracto respiratorio inferior. Los datos clinicos que pudieran caracterizar a la
enfermedad por rinovirus son congestidén nasal prominente, tos y sintomas
constitucionales, aunque no son caracteristicos. Es bien reconocida la
tendencia de las infecciones por rinovirus a complicarse con infecciones
bacterianas. Se han descrito diversos mecanismos para esta complicacion: el
rinovirus puede ocasionar aumento en producciéon de moco e inflamacién,
aumento de susceptibilidad para adherencia a las células epiteliales por las
bacterias; las bacterias pueden causar sobrerregulacion de la molécula de
adhesién 1. La molécula de adhesién 1 es clave en la unién del rhinovirus al
epitelio respiratorio. [58]

Ghon et. Al describieron que una serie de 22 casos de pacientes con
transplante de médula ésea y rinovirus, 32% de éstos pacientes desarrollaron
neumonia fatal, el resto se limitdé a infecciones de vias respiratorias altas, [61]
en otro estudio de neumonias adquiridas en la comunidad en adultos
inmunocomprometidos, Rinovirus y Coronavirus OC43 fueron los Unicos virus

identificados como causantes Unicos de neumonia severa, PORT |V, V [28].



METODOS  DIAGNOSTICOS PARA  DETECCION DE  VIRUS
RESPIRATORIOS

Los métodos diagndsticos para virus respiratorios se han dividido de una
manera, un tanto arbitraria, en convencionales y moleculares. Entre los
primeros se encuentran: cultivo, inmunofluorescencia y serologia. Entre los
ultimos se encuentran: hibridacién; Reacciéon en cadena de Polimerasa, PCR
por sus siglas en inglés; PCR multiple; Inmunoensayo por PCR; PCR de tiempo
real; microensayo y amplificacion de acidos nucleicos- NASBA [62]. Todos se
pueden realizar en exudados nasales o faringeos, aspirados nasofaringeos o
lavado broncoalveolar. [62]

El cultivo viral es, hasta el momento el gold Standard para el diagnéstico de
virus respiratorios, aunque la sensiblidad y especificidad al compararla con
algunas técnicas moleculares parece ser menor. Se requieren 4-5 oq10 de virus
por mililitro de secrecidn nasal para obtener un cultivo positivo. Después del
aislamiento primario e identificacion por hemadsorcion, o hemaglutinacion el
virus de parainfluenza debe tipificarse via inmunofluorescencia o inhibicion de
hemadsorcion. Es critico, para el éxito del aislamiento, el método en el cual el
espécimen se colecta, 6ptimamente por lavado nasal o aspiracién nasal, se
refrigera (debe mantenerse a 4 grados) y se transporta (se debe llevar
inmediatamente al laboratorio). EIl resultado se obtiene en 7 a 10 dias. Al
comparar el cultivo con PCR la sensibilidad parece ser un 22% mayor con éste
ualtimo. [63]

Las pruebas de deteccion de antigenos en secreciones nasofaringeas o
respiratorias por inmunofluorescencia o ELISA son Gtiles cuando se detecta un
aumento de 4 veces en el titulo entre anticuerpos en la fase aguda y de
convalecencia, sin embargo para ello se requiere de varias semanas, y el
resultado esta listo una vez que el cuadro clinico del paciente ha cedido. [49]
La sensibilidad reportada con éste método es extremadamente variable: en
lavado broncoalveolar desde 0 hasta 100%, exudado nasofaringeo desde 27 a
100%, y lavado nasal 50 a 81%, sugiriendo que solo es util como método de
escrutinio. [64] Existen pruebas rapidas para la deteccion de influenza que
detectan el antigeno y se pueden realizar a la cabecera del paciente con

resultados en menos de 20 min, a continuacibn se enumeran con Sus



respetivos valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo: FLU OIA 83%, 76%, 59%, 82%; Quick VUe Influenza
73%, 96%, 92%, 85%; ZstatFLU 62%, 99%, 98%, 75%; Directagen FLU A+B
86%, 89%, 73%, 95%; Directagen FLU A 88%, 97%, 95%, 91%. [65].

Las técnicas de PCR se han desarrollado para la deteccién especifica de
antigenos y subtipos de virus respiratorios con el fin de obtener resultados
diagnoésticos rapidos. Tedricamente tienen algunas ventajas sobre las demas
pruebas: se requiere de menor cantidad de virus para la deteccion, la
estabilidad potencial del ensayo después de que cada espécimen se congela y
descongela, permiten almacenar la muestra, no requieren interpretaciones
subjetivas y no se afectan por tratamiento con anticuerpos neutralizadores o
con tratamiento antiviral [66], ademas tiene mayor sensibilidad al compararse
con métodos diagnésticos tradicionales como el cultivo viral [63]. En la técnica
de PCR, el RNA viral de cultivo, o especimenes clinicos primero se transcribe
en reversa a cDNA, utilizando hexanucleotidos, primer universales hacia la
terminacion 3" de todos los RNA de influenza, o un primer especifico. El cDNA,
RNA y RNAm trascrito es sintetizado también, con lo que se incrementa e el
namero de regiones blanco que pueden ser amplificadas por PCR, las cuales
se detectan de acuerdo a su peso molecular especifico por medio de
electroforesis en gel. Utilizando PCR de tiempo real para virus respiratorios se
encontrd una especificidad 93%-100% Yy sensibilidad 100%, con PCR multiplex
con la que ademas se pueden detectar otros virus de manera simultanea, la
sensibilidad y especificidad son similares [28, 67]. [68] Aparentemente el
diagnéstico por PCR de exudado nasal tiende a mostrar mayor positividad que
los aspirados traqueales o lavados broncoalveolares (54.2%, 10% y 20%
respectivamente, P_0.007) en el caso de influenza , parainfluenza 1, 2, 3
adenovirus, VSR y metaneumovirus.[69] Utilizando PCR multiple de tiempo real
se puede conseguir sensibilidad de 100% con especificidad de 93% [28],
superior a ELISA hasta en un 60% [70]. RT-PCR multiple (deteccion
simultdnea de influenza, rinovirus, parainfluenza, virus sincicial respiratorio, PIV
3 y adenovirus) tiene sensibilidad y especificidad de 97 y 99% [71]. [52], [53],
[67]. [28], [72],[67]



Autor fecha Diagnéstico Técnica molecular | Positivos/ total de especimenes (%)
(T. M)
T. M. Cultivo Otro
Zitterkopf [73] NL, | Nifios <18 a, | RT-PCR Dia 0: 50/50 (100) 43/50 (86) 43/50 (86)
2006 Hospitalizados  por | parainfluenza (Shell vial)
sintomas clinicos de | N=100 Dia 2: 34/50 (68) 18/50 (36) 22/50 (44)
influenza. Dia 3: 12/41 (32) 4/41 (9.8) 6/41 (14.6)
Dia 5 2/8 (25) 0/8 (0) 0/8 (0)
Dia 7: 2/10 (20) 0/10 (0) 1/10 (10)
Ison [12] MD, | TMO, neumonia, | PCR para Rinovirus
2003 adultos N=77 5/77 0/77
Templeton  [74], | Neumonia adquirida | PCR
2005 en la comunidad, | Influenza A 9/105 8/105
adulto Rinovirus 18/105 2/105
inmunocompetente. | Coronavirus 14/105 0/105
N=105 Total de pacientes: 59/105 (56.2%) 15/105 (14.2%)
Van Elden [13], | Neumonia adquirida | PCR LBA Ex. Nas LBA Ex. Nas.
2002 en la comunidad, | VSR 5/43 4/17 4/43 4/17
adultos con | Rinovirus 5/43 017 3/43 017
neoplasias Parainfluenza 1-3 2/43 017 0/43 017
hematoldgicas N=43 | Coronavirus H 1/43 017 0/43 0/17
Influenza Ay B 2/43 217 2/43 117
Enterovirus 2/43 117 0/43 0/17
Total 17/43 77 9/43 5117
Freymut [75], 2006 | 263 ninos que | PCRM DFA y cultivo cel | DFA
requirieron HU
hospitaliza-cion por | Virus detectables 15/263 13/260 7/260
infeccion de vias | >2virus 52/263 5/260 0/260
respiratorias, No. virus detectados 317/263 193/260 150/260
exudado nasal. | VSR 158/263 143/260 138/260
N=263 hMPN 17/263 - -
Influenza A 18/263 18/260 11/260
Influenza B 1/263 0/260 0/260
Influenza C 1/263 0/260 -
PIV 1 3/263 0/260 0/260
PIV 2 1/263 0/260 0/260
PIV 3 3/263 2/260 1/260
PIV 4 2/263 0/260 -
Rinovirus 91/263 23/260 -
Enterovirus 6/263 2/260 -
HCoV 229E 5/263 0/260 -
HCoV 0OC43 3/263 0/260 -
HCoV NL 63 3/263 - -
Adenovirus 5/263 5/260 0/260




Autor fecha Diagnostico Técnica molecular | Positivos/ total de
(T. M) especimenes (%)
T. M. Cultivo Otro
Legoff [76], 2005 Adultos RT-PCR, hibridacion Cultivo o/y IF
hospitalizados en | Influenza A 7147 1/47
terapia intensiva con | Influenza B 1/47 0/47
neumonia Parainfluenza virus 1 1/47 0/47
Parainfluenza virus 2 1/47 0/47
Parainfluenza virus 3 | 0/47 0/47
Virus sincicial | 0/47 0/47
respiratorio A 2/47 0/47
Virus sincicial | 0/47 0/47
resporatorio B 0/47 0/47
Picornavirus 0/47 0/47
Meteneumovirus 2/47 0/47
humano 14 (29.8) 1/47

Coronavirus humano
Adenovirus
Total

Tabla: comparaciéon de técnicas diagndsticas para virus respiaratorios en

pacientes con infeccidn de vias respiratorias bajas o/y neumonia.

Especificamente en neumonia, la capacidad de las técnicas de PCR al

compararlas contra técnicas convencionales es mayor, aunque variable de

acuerdo a los distintos estudios, como se muestra en la siguiente tabla, donde

se observa que se detectan hasta 8 veces mas virus respiratorios por técnica

de PCR al compararla con cultivo viral o inmunofluorescencia.




A5: JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias son la causa principal de carga de enfermedad en
paises en desarrollo y son la principal causa de morbi-mortalidad en nuestro
pais. En literatura extranjera se ha encontrado que los virus respiratorios se
asocian frecuentemente a neumonia de la comunidad en adultos ocasionando
mortalidad importante principalmente en ancianos e inmunocomprometidos.
Los virus respiratorios mas frecuentes, influenza y virus sincicial respiratorio,
pueden ser prevenibles mediante vacunacién. A pesar de la importancia de
virus respiratorios en neumonias en pacientes adultos, en nuestro pais no se
cuentan con datos acerca de ello: se desconoce la prevalencia, patrén
estacional y factores de riesgo para la adquisiciéon de los mismos, asi como el
impacto que causan en la mortalidad por neumonia. El conocer éstos datos
ayudaria a tomar decisiones a nivel local o nacional para la elaboracién de
estudios que permitan conocer y desarrollar medidas de prevencién que tengan
impacto en la salud de la poblacion adulta, en especial en aquella que se

encuentre en riesgo de infeccidn por virus respiratorios.



A6: HIPOTESIS
Los virus respiratorios se asocian a neumonias en la poblacion adulta de
manera frecuente.
Los virus respiratorios tienen un patron estacional de presentacion.
Los principales virus respiratorios encontrados en neumonia adquirida
en la comunidad en poblacion adulta son virus de influenza y virus
sincicial respiratorio.
Los pacientes adultos con neumonia adquirida en la comunidad
asociada a virus respiratorios que tienen el peor pronéstico son los
pacientes de edad avanzada y los pacientes inmunocomprometidos



A7: OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Definir el comportamiento de la neumonia adquirida en la comunidad asociada
a virus respiratorios en pacientes adultos que requieren hospitalizacion en el

[.N.C.M.N.S.Z. durante un periodo de 6 meses.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer la prevalencia y estacionalidad de virus respiratorios en adultos
con neumonias de la comunidad que son hospitalizados en el
[.N.C.M.N.S.Z.

2. Analizar los factores de riesgo para encontrar virus respiratorios en
neumonia adquirida en la comunidad.

3. Analizar el pronéstico de neumonias adquiridas en la comunidad que

requieran hospitalizacion asociadas a virus respiratorios



A8: MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron a todos los pacientes que ingresaron por el departamento de
urgencia del I.N.C.M.N.S.Z. con diagnéstico de neumonia adquirida en la
comunidad y que requierieron hospitalizacidén en el periodo comprendido desde
el 04 de diciembre 2006 hasta el 04 de junio 2007. Se considera que el
paciente tiene Neumonia adquirida en la comunidad si presenta cualquier
dato de SIRS mas infiltrados visibles en radiografia o tomografia no atribuibles
a otras causas durante las primeras 48 horas del ingreso, se incluirdn también
todo paciente que se diagnostique, trate y se de de alta del instituto como
paciente con neumonia adquirida en la comunidad. No debe haber estado en

una institucion de salud durante el mes previo al ingreso.

De cada paciente se obtendran al ingreso los siguientes datos:

O Datos generales y demograficos: nombre, fecha de nacimiento, nimero
de registro, teléfono, fecha de ingreso al servicio de urgencias, numero de
personas que duermen en el mismo cuarto del paciente, convivencia con nifios
menores de 5 afos, numero y tipo de animales que tiene en su casa.

O Resultados de estudios de laboratorio y de gabinete (pH, BUN, Hb, SO2
o PaO2, Na, Leucocitos totales, Neu, plts, descripcibn de estudios
radiol6gicos),

O Comorbilidades: Se enunciaran todas las enfermedades que el paciente
padezca o halla padecido y tenga secuelas al momento del ingreso: Diabetes
mellitus; transplante de algun érgano, fecha del mismo; SIDA o VIH, CD4;
EPOC; insuficiencia cardiaca; enfermedad cerebro vascular; enfermedades
autoinmunes; alcoholismo (definido como mas de 8 cervezas o 4 copas de
tequila, aguardiente, glisqui, etc, en un dia mas de 2 dias a la semana);
adicciones (marihuana, cocaina, heroina, cemento); tabaquismo (se obtendra
el indice tabaquico),

O Horas que transcurrieron desde el ingreso del paciente a urgencias

hasta el inicio de antibidticos,



0 Antibi6ticos administrados al ingreso (nombre genérico, dosis y dias de
administracion)

O Uso de algun inmunosupresor: prednisona, ciclofosfamida, azatioprina,
metotrexate, leflunamida u otros. En este Ultimo caso se enunciara cual utiliza
O Reporte verbal de vacunacién vs. neumococo en los ultimos 5 afos o de
influenza en el dltimo afno,

O Uso de antibidticos o antivirales previos: se describird con nombre
genérico, dosis, dias y via de administracién de todo antibi6tico o antiviral que
utilizé desde el inicio del padecimiento actual.

O Dias de evolucion del cuadro actual

Se siguié la evolucién de cada paciente para determinar si requirié ventilacién
mecdanica, estancia en unidad de terapia intensiva, si se complic6 con
neumonia intrahospitalaria, o bien si se dio de alta sin ninguna complicacion.
Si el paciente falleciese se describiria la causa de su muerte y si estuviese o no
relacionada con la neumonia adquirida en la comunidad. Si el paciente se diera
de alta voluntaria antes del periodo de seguimiento se excluira del estudio

De cada paciente se obtendran exudados nasofaringeos de cada fosa nasal a
los cuales se les realizard deteccion de virus respiratorios por técnica de PCR.
Se realizé un estudio de casos y controles anidado en la cohorte donde se
consideré como Caso: al paciente con neumonia adquirida en la comunidad en
quien se detect6 cualquier virus respiratorio en exudado nasal,
independientemente del aislamiento bacteriol6gico, micobacteriolégico o
fungico que se encuentre en cualquier otro espécimen; y control al paciente con
neumonia adquirida en la comunidad en quien NO se detecte ningun virus
respiratorio en exudado nasal, independientemente del aislamiento
bacteriolégico, micobacteriolégico o fungico que se encuentre en cualquier otro
espécimen. Se trataran de encontrar factores de riesgo asociados a virus
respiratorios de acuerdo a los datos obtenidos de cada paciente enunciados
previamente. Al final de éste documento se anexan los formatos para recabar

datos.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE EXUDADO
NASOFARINGEO



Por medio de la introduccion de un hisopo extradelgado de dacrén con mango
de plastico flexible dentro de cada narina del paciente se obtendra muestra de
exudado nasofaringeo. A todas las muestras obtenidas por exudado
nasofaringeo se les realizara determinacion de virus sincitial respiratorio Ay B,
Influenza A, By C, por técnica de PCR anidado.

Se llevara a cabo una amplificacion PCR anidado de un solo paso con el
sistema Promega acces RT-PCR,el cual consistira en una mezcla de PCR con
2mM de MgSO4, 300 ['M de dATP, dGTP, dCTP y dTTP; 30 pmol de los
primers especificos para influenza y VSR; 5011 del buffer 10 x; 2.5 U de
transcriptasa reversa Gold. Se afadié una alicuota de 10-[1l de muestra de
exudado faringeo, a la cual previamente se dieron 15 seg de vortex. Se llevo
acabo la amplificacién en tubos de reaccion de pared delgada en un
termociclador. Las muestras estuvieron sujetas a un ciclo de 94°C por 10 min y
posteriormente un ciclaje de 35 ciclos: 94°C por 45 segundos, 50°C por 2
minutos, 72°C por un 45 segundos, y un periodo de incubacién final de 72°C
por 8 minutos.

El PCR anidado multiple contenia 2 mM MgCI2, 200 ['M de dATP, d GTP, d
CTP y dTTP, 20pmol de cada primer para influenza y VSR, 5 mL de buffer al
10x, 2mM de MgSO4 4 mL, 2.5 u de transcriptasa reversa Gold. Una alicuota
de 10 mL la primera reaccién se anadira a un volumen final de 50 mL. Las
muestras se calentaran a 94°C por 10 minutos. Las condiciones de ciclaje
serdn 35 ciclos: 94°C por 1 minuto; 55° C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto y un
periodo de incubacioén final de 72°C por 8 minutos.

Los productos anidado de PCR se analizaran por electroforesis en gel de
agarosa al 3% Seakem que contenga 2.5 mg/ml de bromuro de etidio en buffer
1 x Tris-borato. Los tamarios de los productos de PCR seran 611 bp para RSV
B, 636 bp para RSV A, 301 bp para influenza a, 226 bp para influenza B

ANALISIS ESTADISTICO

La estadistica descriptiva se expresara con valores de mediana vy
propocién. Se utilizara [? y prueba exacta de Fisher o McNemar para
determinar el grado de significancia entre las variables

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.



En esta investigacién no se lleva a cabo ninguna maniobra invasiva, no
tiene ningun riesgo para la poblacién estudiada ni para los investigadores. El
método que se utiliza se puede considerar como rutinario en el tipo de
patologias que analizaremos, por lo tanto es posible que el consentimiento
informado se obtenga sin formularse por escrito, de acuerdo al Reglamento de
la Ley General en Materia de Investigacién en Salud.



A9: RESULTADOS.

Durante el periodo comprendido del 4 de diciembre de 2006 al 7 de junio de
2007 se hospitalizaron en el INCMNSZ 100 pacientes con el diagnéstico de
neumonia adquirida en la comunidad, de los cuales se invité a participar a 99.
Se excluyeron 6 pacientes, cinco debido a que no aceptaron participar y un
paciente que abandoné el hospital prematuramente por alta voluntaria. De los
pacientes que aceptaron participar (94), se eliminaron 2 por no contar con

muestras adecuadas para procesar (tabla 1).

La incidencia de neumonia adquirida en la comunidad en pacientes

hospitalizados en el INCMNSZ fue de 3.75 episodios/100 egresos.

La media de la edad de la poblacion estudiada fue de 57.98 anos (rango de
21-88). El 58.6% (54 pacientes) fueron del género femenino, sin existir
diferencias estadisticamente significativas. Con relacibn a la edad, los
pacientes mayores de 80 afnos tuvieron una tendencia (RR: 2.24, p:0.06) a
tener mas hospitalizaciones por NAC con respecto al grupo de 20 a 30 anos,

sin existir otra diferencia con el resto de los grupos etarios.

Durante los meses de enero, febrero y mayo se documenté una mayor
frecuencia de hospitalizacién por NAC (ver Tabla 2 y figuras 4-6).

El virus que se identific6 con mayor frecuencia fue el Virus Respiratorio
Sincicial (56%), seguido por adenovirus (32%). En cuatro pacientes se
documentaron infecciones mixtas: 2 tipos de virus (n=1) o coinfeccién con virus
y bacterias (n=3) (ver tabla 4). Los pacientes con aislamiento bacteriano y viral
fueron del sexo femenino, mayores de 60 afos, con diabetes mellitus. Ninguno
de los 3 falleci6 ni presentd alguna complicacién. Uno de los 3 pacientes tenia

ademas inmunodeficiencia comun variable.



Al analizar las variables sociodemograficas, comparoando a los pacientes con
neumonia etiologia viral y aquellos con neumonia por otra causa, no se
encontraron diferencias significativas en relacion a edad, género, convivencia
con nifos < 5 anos, hacinamiento, fauna doméstica, toxicomanias o

vacunacion contra neumococo o influenza (tabla 5 y 6).

El 90% de la poblacién presentdé alguna comorbilidad (DM, SIDA, cirrosis,
EPOC) o inmunosupresién  (postrasplante, uso de esteroides,
inmunosupresores), sin existir diferencias al comparar la frecuencia de dichos
antecedentes patologicos entre los grupos de neumonia viral y neumonia por
otra etiologia (ver tabla 7). El uso previo de antibiéticos tampoco se asoci6 a

una mayor incidencia de NAC viral. (p 0.18)

El numero de dias de estancia intrahospitalaria para la neumonia de etiologia
viral tuvo una leve tendencia a ser menor que la cantidad de dias para
neumonia por otro tipo de etiologia, aunque sin diferencia estadisticamente
significativa (tabla 8). La estancia intrahospitalaria media fue de de 11.4y 17.9

dias respectivamente p 0.11, para neumonia viral contra neumonia no viral

USO DE ANTIBIOTICOS

El esquema antibidtico mas utilizado fue ceftriaxona con claritromicina (72%),
en 18% de los pacientes se utiliz6 una cefalosporina antipseudoménica y
claritromicina. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos al compararlos en el uso de vancomicina (p.005), y en el uso de 3
antibiéticos (p.0.006). No hubo otra diferencia significativa con relacién al

resto de esquemas antibioticos (tabla 9y 10).

La descripcion de imagenes radiolégicas tanto por tomografia como por
radiografia de tdérax no tuvieron diferencias entre ambos grupos. Los
infiltrados mas frecuentemente descritos fueron los alveolares en la mitad de
los casos. Hubo 19 casos en los que no se encontraron infiltrados compatibles
con neumonia sin embargo los pacientes fueron hospitalizados, tratados y
egresados con tal diagnéstico. No hubo diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos.



ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS
Se solicité cultivo de secreciones respiratorias al 65.2% de los pacientes
tuvieron cultivo de secreciones respiratorias y a un 59.7% se les tomo

hemocultivos.

En la tabla 11 se describen los microorganismos aislados con relacion a los
pacientes con y sin aislamientos virales, sin existir diferencias significativas
entre ambos grupos. El microorganismo aislado con mayor frecuencia fue S.

pneumoniae (6.3% de los pacientes).

EVOLUCION

El 22.8% de los pacientes requirieron intubacion orotraqueal, un 16.3%
ventilacion mecanica no invasiva. El 22.8% de la poblacién requirié traslado a
la Unidad de cuidados intensivos y 13% se complicaron con neumonia
intrahospitalaria. No hubo diferencias significativas entre los pacientes con y sin

neumonia viral.

La mortalidad atribuida a neumonia como causa primaria o secundaria no fue

diferente entre ambos grupos (12.9% vs 8.7%, p 1.000).



A10: DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la literatura mundial se describe que entre un 4 y 56% de las neumonias
adquiridas en la comunidad se asocian a virus respiratorios, incidencia que es
variable debido, principalmente a la poblacién estudiada, en pacientes
inmunocomprometidos se ha descrito una frecuencia promedio de 30% [8] [15]
[9] [10] [11] [12] [13] [14], en pacientes inmunocompetentes con alguna
comorbilidad (diabetes mellitus, insuficiencia renal, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, cirrosis hepatica) un promedio de 20% y en pacientes
inmunocompetentes sin ninguna comorbilidad la frecuencia desciende a
4%.[16] En el presente estudio observamos un 25% de neumonia adquirida en
la comunidad asociada a virus respiratorios, similar a lo reportado en estudios
anteriores en pacientes inmunosuprimidos o0 inmunocompetentes con
comorbilidades importantes, lo cual se podria explicar debido a que la
poblacion proviene de un hospital de referencia en el cual la mayoria de
pacientes (89.2%) tenian alguna comorbilidad o estado de inmunosupresion
(enfermedades autoinmunes, SIDA, transplante renal o de médula ésea).

La tendencia a presentarse con patrén estacional es una caracteristica propia
de los virus respiratorios ampliamente descrita [16, 21, 77]. Influenza y VSR se
han reportado con mayor prevalencia en invierno-primavera, mientras que se
han encontrado brotes de adenovirus a lo largo del afo principalmente en
primavera. [23] Concordante con la literatura nacional e internacional [21] [16]
[21] [77] [23] en nuestro estudio encontramos mayor prevalencia neumonia
asociada a virus respiratorios en el mes de mayo (primavera), el 70% de casos
de éste mes se debidé a adenovirus; VSR e influenza tuvieron mayor

prevalencia en invierno-primavera.

Uno de las principales combinaciones de antibiéticos recomendada por las
lineas de manejo de la IDSA y ATS como tratamiento inicial para neumonia
adquirida en la comunidad son los betalactamicos en conjunto con
macrélidos,[78] se ha descrito que tal combinacidbn se asocia a mejor
prondéstico en pacientes ancianos y en pacientes con neumonia moderada a

severa al compararse con uso exclusivo de betalactamicos[8, 79] Se puede



observar que en el 80% de los pacientes de nuestro estudio se utilizé6 esta
combinacién. Este dato sugiere una consistencia importante entre los médicos
residentes del servicio de urgencias, los cuales dictan las indicaciones médicas
en la gran mayoria de casos, ante pacientes con diagnéstico de neumonia
adquirida en la comunidad; decisién acorde a lineamientos internacionales[78].
Al analizar la cantidad de antibi6ticos utilizados por pacientes se observa una
diferencia estadisticamente significativa hacia utilizar 2 antibiéticos o menos en
pacientes con neumonia viral, aun desconociendo el diagndstico. Este dato no
se habia reportado previamente. Hacen falta estudios mayores para

determinar la importancia clinica del mismo.

En varios estudios se ha descrito que la deteccion de virus respiratorios,
principalmente influenza, en neumonias se relaciona con una mayor
mortalidad, especialmente en pacientes inmunosuprimidos, con comorbilidades
o con edad avanzada [18] [4], [41] [9], [45], [46],[47] [11]. El no haber
encontrado diferencias estadisticamente significativas en evolucién y
mortalidad entre los grupos con y sin aislamiento viral puede ser secundario al
tamano de muestra, lo cual representa una de las limitaciones de este trabajo.
Esta misma limitacion puede explicar que no se hayan encontrado diferencias

significativas en la mayoria de parametros estudiados.

Aunque los principales agentes etiolégicos de neumonia viral adquirida en la
comunidad son virus de influenza, virus sincicial respiratorio y adenovirus,
existen otros virus respiratorios como parainfluenza, rinovirus, mimivirus,
metaneumovirus, coronavirus que también se han asociado a neumonias
adquiridas en la comunidad en todo tipo de pacientes, especialmente en
ancianos y pacientes con algun estado de inmunosupresién [8, 11, 12, 18, 29,
49, 61, 80-83]. EIl no incluir estos ultimos en nuestro trabajo puede ser una
limitante del mismo ya que es posible que varias de las neumonias clasificadas
como no virales, incluso neumonias graves, hubieran presentado alguno de

estos virus que no fueron buscados en nuestro estudio.

En conclusién, este es el primer estudio realizado en México en el cual se
detectaron 3 virus respiratorios en poblacion adulta. Una cuarta parte de los



pacientes que son hospitalizados en nuestro centro, con diagnostico de
neumonia adquirida en la comunidad tienen influenza, VSR o adenovirus. El
patrén estacional de presentacidn de virus respiratorios no presenta diferencias
con el descrito en la literatura mundial. El principal virus respiratorio mas
frecuentemente encontrado fue VSR. Hubo una tendencia a utilizar menor
cantidad de antibiéticos en los pacientes con neumonia asociada a virus
respiratorios contra aquella no asociada a los mismos, no reportada
previamente. Se necesitan estudios mayores para determinar si este dato tiene
alguna relevancia clinica y para conocer si existe alguna diferencia en cuanto al
pronéstico, dias de estancia hospitalaria, sexo, edad, comorbilidades, dias de
evolucion entre pacientes con neumonia asociada y no asociada a virus
respiratorios en adultos con neumonia adquirida en la comunidad

hospitalizados en México.

Por ultimo, aunque no fue propésito de esta investigacidén, se puede concluir
que el tratamiento antibidético empirico inicial, utilizado en pacientes con
diagnéstico neumonia adquirida en la comunidad que son hospitalizados en
nuestro instituto, se apega a la dictaminada por las lineas de manejo actuales

descritas en la literatura internacional.
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Figura 1: Patron estacional de comportamiento de la mortalidad por influenza y

neumonia en nifios menores de dos anos (México, 1990-2005)
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Figura 2: Enfermedad respiratoria aguda en la comunidad, estacionalidad de
virus respiratorios (adaptado del Am J Epidemiol. (21)
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Figura 3: Virus respiratorios aislados en secreciones respiratorias en nifios en
México D.F. I.N.C.M.N.S.Z 2000

Retencioén de la poblacion en estudio

Periodo del estudio: Diciembre 2006 a junio 2007

Numero de pacientes que ingresaron a la UTI con diagnéstico
de neumonia adquirida en la comunidad: 100

l

Numero de pacientes que se invitaron a participar en el estudio: 99

Razones por la que no aceptaron participar:

4 no se obtuvo su consentimiento informado
1 alta voluntaria

NUmero de pacientes que aceptaron participar: 94

Razones por la que no se obtuvo muestra:

2 mal procesamiento de la muestra

Numero de pacientes en los que se obtuvo una muestra para identificacion de etiologia y que se
incluyeron en el analisis de los datos: 92

Tabla 1: Retencion de la poblacién en estudio



Incidencia de neumonia adquirida en la comunidad en pacientes hospitalizados en el INNSZ:
3.75 episodios/100 egresos

Caracteristica Numero de Numero de Incidencia/1000 Riesgo Relativo (I.C.95%) P
neumonias egresos egresos

Distribucion por edad:
20-30 12 335 3.58 1.00
31-40 5 369 1.36 0.37 (0.10,1.15) 0.06
41-50 15 406 3.69 1.03 (0.45,2.41) 0.94
51-60 16 440 3.64 1.01 (0.45,2.35) 0.97
61-70 16 350 4.57 1.53 (0.69,3.52) 0.25
71-80 17 309 5.50 1.53 (0.69,3.52) 0.25
81-90 11 137 8.03 2.24 (0.89,5.54) 0.06

Distribucion por genero:
Femenino 54 1361 3.97 1.13 (0.73,2.77) 0.54
Masculino 38 1091 3.48 1.00

Distribucion por mes:

2006  Diciembre 11 358 3.07 1.78 (0.60,5.88) 0.25

2007 Enero 14 328 4.27 2.48 (0.89,7.88) 0.06
Febrero 20 310 6.45 3.75 (1.45,11.41) 0.002
Marzo 14 392 3.57 2.07 (0.74,6.59) 0.13
Abril 12 368 3.26 1.89 (0.65,6.15) 0.20
Mayo 15 347 4.32 251 (0.92,7.90) 0.05
Junio 6 349 1.72 1.00

Tabla 2: Incicencia de neumonia adquirida en la comunidad en pacientes que
son hospitalizados en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran desde diciembre 2006- junio 2007

Namero de neumonias virales por mes
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Figura 4: Numero de Pacientes con diagnéstico de Neumonia adquirida en la
comunidad que fueron hospitalizados en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran desde diciembre 2006- junio 2007, a los

cuales se les detect6 algun virus respiratorio en exudado nasal.
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Figura 5: Numero de Pacientes con diagnéstico de Neumonia adquirida en la
comunidad que fueron hospitalizados en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricidbn Salvador Zubiran a los cuales se les detect6 algun virus

respiratorio en exudado nasal desde diciembre 2006- junio 2007.
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Figura 6: Patron estacional de virus respiratorios en pacientes que son
hospitalizados con diagnéstico de Neumonia adquirida en la comunidad en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran desde
diciembre 2006- junio 2007.



Probabilidad de permanecer hospitalizado en el INCMNSZ por una

neumonia adquirida en la comunidad

Curva de sobrevida de Kaplan y Meier
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Tabla 3: Posibilidad de permanecer hospitalizado en el Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricidbn Salvador Zubiran de acuerdo a Curva de Kaplan

y Meier

Neumonia adquirida en la comunidad de etiologia viral

Tabla

NUmero de pacientes con neumonia de etiologia viral: 23 (25%)
NUmero de pacientes con neumonia por otras causas: 69 (75%)

Virus identificado numero porcentaje

Virus respiratorio sincicial 14 56 %

Virus Influenza: A 2 8 %
B 1 4 %

Virus Parainfluenza (1, 2, 3) 0

Adenovirus 8 32 %

Algunas infecciones fueron mixtas: 17 %

Influenza A + adenovirus + P aeruginosa 1

Influenza B + virus respiratorio sincicial 1

Adenovirus + S aureus 1

Virus respiratorio sincicial + A. Baumanni 1

4: Virus respiratorios identificados en

pacientes con neumonia

adquirida en la comunidad que son hospitalizados en el Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran desde diciembre 2006- junio

2007



Caracteristicas sociodemogréficas de los sujetos en estudio

Caracteristica Pacientes con neumonia | Pacientes con neumonia Valor de P
por etiologia viral por otra causa
Edad (Media + DE) 59.3+15.9 57.8£19.6 0.73*
Género (n[%)]):
Femenino 15 (65) 39 (57) 0.461
Masculino 8 (35) 30 (43)
Hacinamiento* (n[%]):
Si 3(13) 6 (9) 0.68t
No 20 (87) 63 (91)
Convive con nifios <5 afios (n[%)]):
Si 6 (26) 28 (41) 0.21t
No 17 (73) 41 (59)
Numero de nifios (Mediana y rango) 1.5(1,3) 2(1,4)
Animales en casa (n[%]):
No 11 (48) 36 (52) 0.71t
Si 12 (52) 33 (48)
Tipo de animal:
Perro 10 20
Gato 2 9
Péjaro 3 7
Aves de corral 0 2
Cerdos 0 0
Otros 2 1

*Hacinamiento = 3 personas o mas durmiendo el mismo cuarto
* Prueba de t de student o Mann-Withney; T Prueba de Xi cuadrada o Exacta de Fisher

Antecedentes no patologicos de los sujetos en estudio

Caracteristica Pacientes con neumonia Pacientes con neumonia Valor de P
por etiologia viral por otra causa

Tabaquismo (n[%)]):
Si 4(17) 17 (25) 0.57
No 19 (83) 52 (75)

Alcoholismo*:
Si (n[%]) 0 7 (10) 0.19
No (n[%]) 23 (100) 62 (90)

Uso de drogas ilicitas (n[%]):
No 22 (96) 69 (100) 0.20
Si 1(4) 0

Vacunacion contra neumococo en

los ultimos 5 anos (n[%]):
Si 9(39) 27 (39) 1.00
No 14 (61) 42 (61)

Vacunacion contra influenza en el

ultimo afio (n[%)]):
Si 10 (43) 24 (35) 0.45
No 13 (57) 45 (65)

*Alcoholismo = méas de 8 cervezas o 4 copas de tequila, aguardiente, whisky, etc. en un dia méas de 2 dias a la semana

Tablas 5 y 6: Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con
neumonia adquirida en la comunidad que son hospitalizados en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran desde diciembre
2006- junio 2007



Caracteristica Pacientes con neumonia Pacientes con neumonia Valor de P
por etiologia viral por otra causa
Diabetes Mellitus (n[%])
Si 11 (48) 23 (33) 0.21
No 12 (52) 46 (67
SIDA (n[%)]):
No 21 (91) 60 (87) 0.57
Si — CD4 (Media + DE) 2(9) > 472+ 156 9(13) » 215+ 213 —0.09
Cirrosis hepatica (n[%)]):
Si 1(4) 5(7) 1.00
No 22 (96) 64 (93)
EPOC (n[%]):
Si 3(13) 8(12) 1.00
No 20 (87) 61 (88)
Postansplante (n[%]):
No 21 (91) 63 (91) 1.00
Si 2(9) 6(9)
Anos desde el ultimo transplante:
(Mediana y rango) 60 (0, 120) 12 (0,72) 0.59
Uso de esteroides (n[%]):*
Si 6 (26) 17 (25) 0.88
No 17 (74) (75)
Uso de antibiéticos previos (n[%]):
Si 0 2(3) 0.41
No 22 (100) 67 (97)

Tabla 7: Antecedentes personales patoldgicos de los pacientes con neumonia
adquirida en la comunidad que son hospitalizados en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubiran desde diciembre 2006- junio 2007

Numero de dias para la resolucién del cuadro de neumonia para
etiologia viral y otro tipo de etiologia

Curva de sobrevida de Kaplany Meier

T
0 20 40 60 80 100

tiempo en dias

Neumonia no viral Neumonia viral

’ Prueba de Log-rank = 0.13 ‘

Tabla 8: Numero de dias para la resolucion del cuadro de neumonia para
etiologia viral y otro tipo de etiologia de acuerdo a curva de sobrevida de
Kaplan y Meier, en pacientes con neumonia adquirida en la comunidad que son
hospitalizados en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran desde diciembre 2006- junio 2007



Tabla 9:

Con aislamiento Sin aislamiento P
viral viral

Ceftriaxona con 18 49 0.499
claritromicina
Vancomicina 0 17 0.005
Piperacilina con 1 2 1.000
tazobactam
Carbapenémicos 0 1 1.000
Cefalosporinas 1 12 0.173
antipseudomona
Trimetroprim con 0 8 0.194
sulfametoxasol
Quinolonas 1 2 1.000
Aminoglucdsidos 0 6 0.331
Otros 23 69 0.405

Tabla 10:

Con aislamiento viral | Sin aislamiento viral p
(%) (%)
Ninguno 3(13) 0 0.41
1 3(13) 4 (5.8) 0.36
2 17 (74) 45 (65.2) 0.44
3 0 16 (23.2) .006
4 0 3 (4.3) 0.41
5 0 1(1.4) 0.75
Total 23 (100%) 69 (100)
Media 1.8 (2) 2.3 (0.713) 0.25
(+ 2 DE)

Tablas 9 y 10: Antibidticos administrados al ingreso en pacientes con
neumonia adquirida en la comunidad que son hospitalizados en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran desde diciembre
2006- junio 2007 separados de acuerdo al tipo de antibibtico (tabla 8) vy al
nuamero de antibiéticos utilizados (Tabla 9)



Resultados microbioldgicos

Sin aislamiento viral (%) | Con aislamiento P
viral(%)

Streptococcus 3(6.3) 0 NS
pneumoniae
Staphylococcus aureus 1(2.1) 1(7.6) NS
Klebsiella oxytoca 1(2.1) 0 NS
Enterobacter cloacae 2 (4.2 NS
Pseudomonas 1(2.1) 1(7.6) NS
aeruginosa
Otros 2 (4.2 1(7.6) NS
Total 10 (7.6) 3 (23) NS

Tabla 11: Resultados microbiol6gicos en pacientes con neumonia adquirida en
la comunidad que son hospitalizados en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubiran desde diciembre 2006- junio 2007



Diabetes mellitus [ [

DATOS AL INGRESO
FECHA DE INGRESO A URGENCIAS

NOMBRE COMPLETO

TELEFONO (CON LADA SINO ES DEL D.F.)

Registro

Fecha de nacimiento dia/mes/afio / /

€Edad (mujer restar 10)

30 | Enfermedad neoplasica Organo | Fechade dx [En
(dd/mm/aa) |tratamiento
Si  [No
Si [No
Si  [No
10 | Insuficiencia cardiaca congestiva

10

Enfermedad cerebrovascular

10

Enfermedad renal Creatinina

(mg/dl)

20

Enfermedad hepdtica

20

Estado mental alterado

10

pulso mayor de 125 x min

20

FR > 30 x min

20

TAS <90

15

Temp < 35°C 0 > 40°C

10

Residente de asilo

30

pH arterial <7.35 Valor de pH

20

BUN > 30 mg/dl Valor de BUN

20

Na <130 Valor de Na

10

Glu > 250 mg/dl Valor de glu

10

Hematocrito < 30% Valor de hematocrito

10

Presion parcial de O2 arterial < Valor de pO2
60 mm Hg
0 SO, <90 por pulsooximetria

10

Derrame pleural

€PORT <70=I1
71-90= 111
91-130=1V
>130=V

Estornudos, rinorrea o epifora en
los ultimos 15 dias




Si  No

Diabetes mellitus

EPOC

Cirrosis hepatica

Uso de esteroides®

Uso de otro inmunosupresor Cicl | Aza | Meto | Lefl | Otro (especi
0 tiopr | trexat | una | fique)
fosfa [ ina |e mi
mida da

Postransplante Médu  [Renal Hepati Cardia | otro
la 6sea co co

(Afios desde el tltimo transplante)

SIDA CD4

ALCOHOLISMO (mas de 8

cervezas o 4 copas de tequila,

aguardiente, giiisqui etc, en un dia

mas de 2 dias a la semana)

USO DE DROGAS ILICITAS Mari Coc Heroi Cem Otra (enunciar)
huan aina na ento
a

*dosis mayor de 15 mg por mas de 2 meses

OTROS EXAMENES DE LABORATORIO

Hb

Plaguetas totales

Leucocitos totales

Neuftrofilos totales

iNDICE TABAQUICO

NUmero de personas que duermen en

el mismo cuarto del paciente

Si No

Vive con nifios < 5 afios

# de nifnos

Cuenta con animales en casa
o patio (describir cudles y
cuantos)

Tipo de animal

# de animales

Vacunacién vs neumococo en
los ultimos 5 afios

Con documentacion

Sin documentacion

Vacunacion vs influenza en
el ultimo afo

Con documentacion

Sin documentacion

o —
Expectoracién Purulenta | Hialina Vémica Hemoptoica | Sangre
fresca
Patrén radioldgico inicial Alveolar | Reticular Cavernas Derr.ame 0 Ninguno
(Rx) empiema
Patrén radioldgico inicial Alveolar | Reticular Cavernas Derr.ame 0 Ninguno
empiema




(TAC) |
Hospitalizacion < 1 mes
Uso de antibidticos previos
ANTIBIOTICO Dosis Intervalo | #Dias | Via
ADMINISTRADO PREVIO Hs
AL INGRESO (NOMBRE
GENERICO)

| Tiempo de evolucién del cuadro (dfas) <1 [1]2]34]56]78][910 |>10 |

TRATAMIENTO HOSPITALARIO Y EVOLUCION
\ Horas desde el ingreso hasta el inicio de antibidticos \ \

ANTIBIOTICO Dosis | Fecha de | Intervalo #Dias de Via
ADMINISTRADO AL inicio Hs administracién
INGRESO
(NOMBRE
GENERICO)

EVOLUCION

Si | No | fecha

Requirid Intubaciéon
orotraqueal

Requirid Ventilacion mecdnica
no invasiva

Traslado a Unidad de
cuidados intensivos

Se complicé con neumonia
infrahospitalaria

OTRA complicacién (anotar)

Ninguna complicacion

Fecha de defervescencia (en que dejo de tener fiebre) dd/mm/aa / /




SI NO
| Muerte atribuible a neumonia | | \

CAUSA DIRECTA DE LA MUERTE

HALLAZGOS MICROBIOLOGICOS

Espécimen Fecha de Microorganismo aislado
toma de
muestras

Esputo

Exudado nasal

Hemocultivos

Otros

ANTIGENOS EN ORINA

FECHA POSITIVO NEGATIVO

Antigeno de Legionella

Antigeno de neumococo




Figura 7: Electroforesis en gel de virus de influenza y virus sincicial
respiratorio; FLU A= Virus de influenza V, FLU B= virus de influenza B, VSR=
virus sincicial respiratorio;14, 32, 38-43, 96, 44, 45, 49, 53: muestras clinicas;
CNEG: control negativo
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