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|. Introduccion

1.1 Influenza

Es una enfermedad infecciosa respiratoria, aguda y contagiosa de origen viral que
afecta el tracto respiratorio superior, aunque facilmente alcanza bronquios y
alvéolos. Se propaga de persona a persona por medio de aerosoles (Garcia-Garcia
y Ramos, 2006; Franco-Paredes et al., 2006).

En cualquiera de sus variantes, ya sea pandémica, zoonética o epidémica
estacional supone una grave amenaza a la salud publica en todo el mundo (OMS,
2009).

1.2 Clasificacion

Los agentes etiologicos de esta enfermedad son virus pertenecientes a la familia
Orthomixoviridae (Figura 1), nombre dado por la palabra orthos: derecho y mixo:

mucus, debido a su afinidad por las mucinas (Mateos, 2008).

NC

Envoltura
con espiculas

Ortomixovirus
100 nm

Figura 1. Virion caracteristico de la familia orthomyxoviridae; NA: Neuraminidasa; NC:

Nucleocapside; HA: Hemaglutinina (Tomado y modificado de Mateos, 2016).



Dentro de esta familia se reconocen cuatro géneros causantes de influenza:
Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus y
Deltainfluenzavirus (Virus de la influenza A, B, C y D respectivamente) (Hutchinson,
2018). El ultimo fue aislado en 2011 y aunque en un principio se le consideré dentro
del género del virus causante de la influenza tipo C ahora constituye uno nuevo (Su
et al., 2017). Se distinguen por las caracteristicas antigénicas de las proteinas que
componen sus viriones, particularmente las proteinas de matriz (M), especifica para
cada uno (Hause et al., 2014), ademas del hecho de que los virus de influenza tipo
C a diferencia de los primeros dos cuentan con un genoma de solo siete segmentos

y no ocho (te Velthuis y Fodor, 2016), estas porciones se describirAn mas adelante.

Otros dos grupos dentro de esta familia son los Thogotovirus e Isavirus que
infectan a insectos y peces, respectivamente (Ortin, 2004).

El género de los virus de la influenza A se divide en 18 subtipos antigénicos como
resultado de la variedad de sus proteinas de membrana mientras que el género B
esta limitado a un Unico subtipo con dos linajes antigénicos distintos: B/Victoria y
B/Yamagata (Fulton et al., 2018).

1.3 Hospederos

Las aves son un reservorio natural para toda la variedad genética de los virus del
género Alfainfluenzavirus, especialmente las silvestres acuaticas, migratorias,
pertenecientes a los 6rdenes Anseriforme, Passeriforme y Charadriforme (Figura 2),
en los cuales han alcanzado un estado evolutivo estable replicandose en las células
superficiales del tracto intestinal sin causarles trastornos de salud y excretandose a
través de las heces en los cuerpos de agua a altas concentraciones (1087 DIEP,
dosis infectantes de embridon de pollo) infectando asi a mamiferos de granja y
marinos (Garcia-Garcia y Ramos, 2006; Solérzano-Santos y Miranda-Novales,

2009). El tipo C de los virus influenza restringe su circulacion a la poblacién humana,



casi exclusivamente en nifios, aunque existe evidencia de su presencia en cerdos
(Franco-Paredes et al., 2006; te Velthuis y Fodor, 2016).

Por otra parte, los virus de la influenza B circulan limitados al ser humano, aunque
en 1995 se documento un salto de especie, de humanos a focas. Han conseguido
replicarse en cerdos, no limitdndose a solo infectarlos sino también causando
enfermedad, seroconversion y lesiones pulmonares; otros estudios han mostrado
Su presencia en perros, rumiantes y chimpancés, lo cual sugiere que los mamiferos
son més susceptibles a este género. La explicacién aceptada es que el hospedero
juega un rol de vital importancia que va mas alla de poseer los receptores virales
apropiados pues la sintesis de ARNm viral precisa de elementos de las células
hospederas, la polimerasa Il e importinas alfa asi como proteinas ANP32 cuyas
concentraciones varian entre especies, Figura 3 (Koutsakos et al., 2016; te Veltuis
y Fodor, 2016; Zhag et al., 2020).

Figura 2. Taxonomia y ecologia de los virus de Influenza. Hospederos naturales para los
cuatro géneros de la familia Orthomixoviridae. En los virus de influenza A se indican los
subtipos de hemaglutinina que predominan en cada reservorio (Tomado Hutchinson et al.,
2018).



1.4 Estructura

Los viriones son envueltos y filamentosos o pleomorfos con apariencia esférica, su
diametro va de 80 a 120 nm (Figura 3); poseen nucleocapsides de simetria
helicoidal englobando un genoma multipartito de 7 u 8 segmentos constituidos por
cadenas sencillas de ARN con sentido negativo (Couch, 1996; Hutchinson, 2018),
cada uno adosado a proteinas con actividad catalitica (Prats, 2013); dos de ellos
codifican para dos glucoproteinas de membrana elementales en forma de espiculas,
la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) (Hun, 2009).

Figura 3. Morfologia de viriones de Influenza, a la izquierda un tomograma crioelectrén, a
la derecha una representacion artistica de sus formas esférica, baciliforme y filamentosa
(Tomado y editado de Hutchinson et al., 2018).

El genoma de estos virus presenta gran plasticidad permitiendo marcos alternos
de lectura en algunos segmentos dando asi origen a las diferencias entre los
géneros. En el virus de la influenza B estd ausente la proteina M2, pero es

reemplazada por la proteina de matriz NB proveniente del segmento seis, y una



proteina de membrana BM2 codificada por el segmento siete. Otra diferencia

significativa es la PB1-F2, presente solamente en el género A (Pifion, 2013).

Cuentan con polimerasa basica 1 (PB1), polimerasa basica 2 (PB2) y polimerasa
acida (PA). Las primeras dos se encargan de sintetizar cadenas complementarias
(ARNmM) mientras que la tercera el RNA viral de sentido (-); las tres tienen una
participacion directa en la evolucion viral a nivel de secuencias de nucleoétidos, de
aminoacidos, y en los perfiles de glicosilacién. PB2 se asocia con la propagacion
viral y la virulencia. PB1-F2 induce la apoptosis mediada por las mitocondrias en
células del sistema inmune. La nucleoproteina (NP) tiene la funcion de proteger el
material genético (Figura 4) y llevarlo al nacleo, M1 promueve la interaccién entre la
superficie de la nucleocapside y el manto, M2 funge como canal i6nico
transmembrana; por su parte la NS2 se ve involucrada en el transporte de

nucleocapsides recién formadas a la membrana celular (Batallanos, 2009).

PB2 PBI pa
|

Figura 4. Estructura interna y externa del virion de influenza A (Tomado de Carrada, 2010).



1.5 Replicacion del virus

El tropismo y la virulencia de los virus influenza estan dados por las proteinas PB1,
PB2, NS1y PB1-F2 (Batallanos, 2009), pero las que mas influyen son las dos que
se encuentran como espiculas en la superficie de la membrana del virion. La NA
degrada las mucinas que recubren el epitelio del tracto respiratorio superior por su
actividad sialidasa (Hutchinson, 2018; Pifién, 2013), en donde abundan los
receptores con residuos de acido N-acetilneuraminico (siélico) a-2, 6 (Pifidn, 2013),
a los que se une el antirreceptor HA que constituye el 80 % de las proyecciones en
la superficie. Los carbohidratos en ella modulan la afinidad de la union (Flores-
Munguia et al., 2007).

El proceso de replicacion dura cerca de seis horas, y por lo regular culmina no sélo
con la liberacion de nueva progenie sino con la muerte de la célula (Couch, 1996).
A diferencia de la mayoria de los virus con genoma de ARN que se replican en el
citoplasma, los virus influenza lo hacen en el nacleo (Prats, 2013), y su proceso se
divide en las siguientes etapas: Entrada a la célula, liberacion e importe de la
ribonucleoproteina viral (RNPv) al nucleo, transcripcidén y replicacion del genoma
viral, exportacion de los nuevos RNPv fuera del nucleo, ensamblaje y salida de la

membrana (Sanji, 2009).

Entrada a la célula: Una vez que se ha dado el reconocimiento inicial entre el acido
sialico de los receptores celulares y la HA, el viridn es endocitado en una vesicula.
El bajo pH del endosoma (5 o 6) beneficia el proceso de infeccién de dos maneras,
primero la HA sufre un cambio conformacional liberando el péptido de fusion que se
encarga de acercar ambas membranas; en segundo, los iones H* entran a la
particula a través del canal M2 para romper las interacciones proteina-proteina
liberando las RNPv de la M1 de la capside y tras fusionarse las membranas entran
al citoplasma, Figura 5 (Bouvier y Palese, 2008).



Membrana celular

Virus fuera de

Endocitosis
Acidificacion de
las vesiculas

Fusion de
membranas

Citoplasma

Figura 5. Esquema de las primeras etapas de la replicacion mostrando la entrada por la

via mas comdun, la endocitosis (Tomada y traducida de Cann, 2016).

Importe de RNPv al nucleo: Puede tomar una hora y es dependiente de la
maquinaria celular; involucra importinas reclutadas por la NP que posee secuencias
de localizaciéon nuclear (LNS) a las que se une la importina a y esta a la importina 3
(Dou et al., 2018).

Transcripcidon y replicacion viral: Esta parte del proceso se da en dos fases, la
expresion génica temprana y tardia. Previo a ello se da la transcripcion primaria en
que el material genético viral comienza a replicarse del que ingresé como una
cadena complementaria. Durante la expresion temprana hay una sintesis
preferencial de NP y NS1 (Bouvier y Palese, 2008; Dou et al., 2018). En la fase
tardia el ARN viral se sintetiza en partes equivalentes a las proteinas producidas y
ocurre la transcripcion preferencial de HA y M1. El inicio de la transcripcion requiere
de cebadores de los que carece el viridon asi que recurre a otras vias, toma los
ARNm celulares maduros por un proceso llamado “Cap snatching” en el que
interviene el complejo transcriptasa del virus (PB1, PB2 y PA). El inicio de la sintesis

de las copias de ARN viral es posible debido a la complementariedad parcial inversa



en los extremos 5’ y 3'. Algunos segmentos del genoma viral codifican para mas de
una proteina, ejemplo de esto son los segmentos siete y ocho que ademas de M1y
NS1, por un proceso de splicing dan origen a M2 y NS2 respectivamente, aunque

en menor proporcion (Sanji, 2009).

Para madurar los transcriptos virales son poliadenilados por “stuttering” reiterativo
y su traduccién no ocurre en los mismos sitios (Figura 6), mientras que la de PB1,
PB2, PA, NP, NS1, NS2 y M1 tiene lugar en los ribosomas libres del citosol, la de
HA, NAy M2 (proteinas de membrana) ocurre en los ribosomas asociados al reticulo

endoplasmico (Dou et al., 2018).

v

ARNmM Ribosoma

Created in BioRender.com biv

Figura 6. Traduccién de los componentes del virus de influenza en ribosomas del citosol y

de reticulo endoplasmico (Imagen generada en biorender.com).

Una vez que las proteinas de membrana se han sintetizado pasan al aparato de
Golgi donde ocurrirdn las modificaciones postraduccionales, el plegamiento y

adicién de los carbohidratos que les confieren su actividad (Bouvier y Palese, 2008).



Armado y exportacién de las RNPv (Figura 7): Las proteinas del complejo de
transcripcion/replicacion, recién sintetizadas, poseen una sefial nucleofilica que al
igual que al inicio del proceso de infeccion los lleva al nucleo, a NP y PB2 de forma
individual mientras que a PB1 y PA como heterodimero. Al interactuar con los ARNv
se ensamblan las nucleocapsides (Dou et al., 2018). Para su salida del nucleo el
complejo transcriptasa se une a la proteina M1 que enmascara sus LNSs y asi evita
el reimporte mientras NS2 cumple el rol de adaptador entre el complejo NC-M1 viral
y las nucleoporinas de la maquinaria de exportacion nuclear (CRM1) (Dou et al.,
2018; Sanji, 2009).

Lo e ) 1
o =
& .
] o, 0
M1 NP
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endoplasmatico
-n
* o \
| ]
v i

Nicleo Created in BioRender.com biv

Figura 7. Ensamble de las RNPv en el nlcleo y exporte de las capsides en formacién la

cual terminara bajo la membrana celular (imagen generada en biorender.com).

Ensamblaje del virion: Las proteinas de membrana se insertan en la bicapa
citoplasmatica de la célula preferentemente en el extremo apical, a donde M1 llega
por su afinidad a las colas citoplasmicas de HA y NA (Figura 8) llevando consigo a
los RNPv con ayuda de la Rabl1l, de origen celular, que tiene afinidad a PB2, de

esta manera se garantiza que los nuevos viriones cuentan con polimerasa, pero no



de que todos engloban un juego completo de su genoma. El proceso aun no esta
del todo claro, sin embargo, es muy probable que el empaquetamiento del genoma

ocurra por especificidad (Dou et al., 2018).

\
Figura 8. Acercamiento de la capside a la membrana celular donde HA y NA ya se han
insertado.

Brotamiento y liberacion: Por gemacién que probablemente inicia con la
acumulacion de la M1 en el lado citoplasmico de la membrana o bien por
aglomeracion y asociacion de lipidos. A esto le sigue una constriccion que separa
la membrana celular de la envoltura viral recién tomada de su anfitriona.
Permanecen acopladas por los receptores celulares y la HA hasta que la NA rompe
estos enlaces, impidiendo asi la aglutinacién de la progenie, Figura 9 (Bouvier y
Palese, 2008).
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Figura 9. Esquema del ciclo de replicacion del virus influenza: (1): Entrada del virus a la
célula; (2): Transcripcion y replicacion; (3): Regulacion de la expresion de genes; (4):
Transporte y ensamble de los componentes del virion. http://
www.nature.com/nature/journal/v459/n7249/images/nature08157-f2.2.jpg 31 1.2.5. Nuevos
productos génicos codificados por el genoma del virus influenza
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1.6 Hemaglutinina

La HA (hemaglutinina) es descrita por Carrada (2010), como “una nanomaquina
molecular citopética y mortifera disefiada para apuntar con precision y atacar

exitosamente las células respiratorias infectadas”.

Se trata de una glicoproteina de unién a receptor y de fusion de membrana (Skehel
et al., 2001). Su estructura fue determinada por el laboratorio Wiley en 1981 y desde
entonces ha fungido a manera de modelo para el estudio del proceso general de
entrada viral y fusion de membranas (Baker y Agard, 1994). La OMS ha determinado
18 subtipos que pueden agruparse en dos grupos; el primero incluye las HA 1, 2, 5,
6, 8,9, 11-13y 16-18, en tanto que el segundo engloba a 3, 4, 7, 10, 14 y 15 (Wang
et al., 2020).

Su estructura es homotrimérica (Figuras 10 y 11), se encuentra embebida en el
manto viral (Lorieau et al., 2013), y posee un tamafio de 220 kDa (Wang et al.,
2020). Cada uno de los monomeros que lo componen esta formado por dos
subunidades polipeptidicas, la HA1 y HA2 con longitudes de 328 y 221 residuos,
respectivamente (Ranaweera et al., 2018) unidas por un puente disulfuro (Baker y
Agard, 1994).

Trimero de hemaglutinina (HA) Tetramero de neuraminidasa (NA)

Sitio de uniodn a receptor

Figura 10. Las espiculas de
glucoproteinas en la superficie
de los virus influenza (y otros
envueltos) son multimetros

que consisten de tres copias

de la proteina HA (trimero) y
cuatro copias de la proteina
Envoltura viral NA (tetramero) (Tomada vy
traducida de Cann, 2012).
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Figura 11. La HA en el viribn se presenta en
trimeros, cada monémero de esta glicoproteina esta

formada por dos péptidos glicosilados: HAL1 (color

azul) constituida por 329 aminoacidos y HA2 (color

amarillo), de 221 aminoacidos; posee un dominio

hidrofébico que sirve como ancla (Tomada de

Sitio de Bicapa Carrada, 2010).
anclaje lipidica

En cada monémero HA1l forma una cabeza globular cuya funcion es el
reconocimiento, es hipervariable, con varias cadenas de carbohidratos colgando
gue actian como antigenos (Carrada, 2010); la HA del virus de la influenza B tiene
cuatro grandes sitios antigénicos, los bucles 120, 150, 160 y la hélice 190 (Sun et
al., 2019).

Por otra parte la HA2 constituye un tallo formado por dos hélices beta
carboxiterminal, una corta y una mas larga unidas por una horquilla, con una region
que se ancla a la envoltura viral (Carrada, 2010); se divide en un ectodominio
soluble (SE), uno transmembrana (TM), un endodominio y un péptido de fusion (PF)
(con longitudes de 160, 25, 10 y 25 residuos, respectivamente), altamente
conservados en al menos 16 subtipos de HA y cuya actividad intramembrana es
clave para el mecanismo de fusion (Qiao et al., 1999; Lorieau et al., 2013;
Ranaweera et al., 2018). El PF generalmente esté insertado en el interior del nacleo

hidrofébico, se trata de la porcion N-terminal de HA2 que tiene apariencia de bobina
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enrollada (Skehel et al., 2001; Lorieau et al., 2013; Meher y Chakraborty, 2019), y
permanece estable por la interaccion entre residuos Trp21-Gly23 pero con una
plasticidad estructural Unica, requerida por los cambios geométricos de la

membrana durante la fusién (Meher y Chakraborty, 2019).

La HA pasa de su estado nativo y simple (HAO) al activo cuando el pH del entorno
baja, se escinde en HA1 y HA2 que a la par se extiende para revelar el PF (Dyery
Eller, 2018), estos cambios conformacionales son irreversibles pues dan como
resultado un estado de la proteina mas termoestable que el anterior (Baker y Agard,
1994), a la que es similar salvo por 19 residuos del sitio de escisién (Skehel et al.,

2001), y la nueva forma de pinza de cabello que adopta (Ranaweera et al., 2018).

Ademas de la pérdida de la cabeza globular, la proteina se vuelve muy sensible a
proteasas (Baker y Agard, 1994), las hélices externas 38-55 y los bucles 53-75
pasan a formar hélices interiores, las internas 106-128 se vuelven las vueltas 106-
109 y hélices externas 110-128. Las hélices 159-170 se acomodan como parte de

las hebras 154-176 de la region de la pinza (Ranaweera et al., 2018).

El PF realiza su funcién al quedar expuesto y proyectado hacia la cima de la
proteina a la misma altura que la porciéon C-terminal (Weissenhorn et al., 2007) y su
naturaleza hidrofébica le hace interactuar con la membrana del endosoma (Qiao et
al., 1999), insertdndose en un angulo de aproximadamente 35° con respecto a ella
(Skehel et al., 2001). Una vez el PF se ha unido a la membrana endosomal la
porcion C-terminal se vuelve hacia atras llevando a la formacion del nuevo estado
de la proteina, con la region externa a modo de cremallera (Weissenhorn et al.,
2007), que se repliega acercando al PF al dominio transmembrana (TM) (Figura 12)
recorriendo la estructura en forma de varilla y aproximando por lo tanto cada

membrana (Dyer y Eller, 2018).
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Hemaglutinina en accién

. Membrana celular ‘ "

Y

Membrana viral

Figura 12. Izquierda: HA anclada sobre la envoltura viral se liga con el sialorreceptor (color
verde). Centro: el péptido de fusién expuesto (color rojo) se pega fuertemente con la
membrana celular. Derecha: la HA se repliega retorciéndose, aproximando asi la membrana

celular con la envoltura viral, para fucionarse (Tomado de Carrada, 2010).

1.7 Evolucién

Los virus de la influenza evolucionan como lo hacen los seres vivos, por
acumulacion continua de mutaciones puntuales en cada uno de los ocho segmentos
de su genoma que resultan en la aparicién periédica de variantes virales que pueden
convertirse en una cepa estacional (Garcia-Garcia y Ramos, 2006; Nucamendi,
2014). Las dinamicas evolutivas entre ambos géneros son similares, incluyen
sustituciones no sindnimas en sitios antigénicos de HA y reordenamientos entre
linajes (Valesan et al., 2020), hay sustituciones, inserciones y deleciones que son
errores de la ARN polimerasa que con cada ciclo de replicacion se acumulan
generando variantes de estructura y funcion de sus proteinas que podrian servirle

para adaptarse a sus hospederos y resistir las condiciones ambientales. Puede
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haber mutaciones desde irrelevantes hasta aquellas que implican alteraciones en el

comportamiento bioldgico (Garcia-Garcia y Ramos, 2006).

Existen dos procesos principales mediante los cuales se dan estos cambios, el
primero consta de cambios antigénicos menores, deslizamiento antigénico
(antigenic drift), que tienen lugar en las proteinas de superficie HA y NA, cambiando
las secuencias de sus epitopos, resultado de la seleccion de mutantes con alta
frecuencia y que aseguran la renovacion constante de hospederos susceptibles en
las poblaciones. El segundo tipo de variaciones son el desplazamiento o cambio
antigénico mayor (antigenic shifts), en esencia es el reemplazo total de las proteinas
de superficie HA o NA dando origen a nuevas cepas; son menos frecuentes y el
resultado de una coinfeccién en que las proteinas o segmentos de los virus
involucrados se asocian aleatoriamente durante el ensamblaje (Manjarrez y Arenas,
1999).

A pesar de que las fuerzas que dirigen su evolucion son las mismas, existe gran
diferencia en la velocidad. El virus de la influenza A se adapta y diversifica mas
rapidamente, lo que podria deberse a la seleccion positiva que la presion inmune
ejerce sobre HA (Koutsakos et al., 2016). Una posible explicacion del porque el tipo
de influenza B evoluciona lentamente es que sus epitopos son muy estables
convirtiéndose en regiones conservadas y por tanto restricciones genéticas, asi que
regiones de la HA del virus de influenza B como el dominio globular son menos
susceptibles a sufrir mutaciones, es decir que son mas robustos mutacionalmente,
esto justificaria su limitada diversidad de hospederos (Fulton et al., 2018; Valesan
et al., 2020).

Entre los linajes del tipo B también existen diferencias dinamicas. El linaje B
Victoria exhibe gran diversidad entre temporadas a causa de un drift antigénico mas
fuerte por lo que poseen mas sustituciones de aa en o cerca del receptor de HA, por
tanto, los clados del linaje B Yamagata circulan por mas tiempo que los de B Victoria
gue lo hacen por uno o tres afios antes de ser reemplazados por otros (Koutsakos
et al., 2016).
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1.8 Linajes

A principios de la década de 1980 el gen de HA en el virus de la influenza tipo B
sufrié6 cambios evolutivos que le llevaron a divergir en dos linajes filogenética y
antigénicamente distintos, representados por los virus B/Victoria/2/87 'y
B/Yamagata/16/88, linaje Victoria y Yamagata, respectivamente (Rivas, 2020), con
similitud de mas del 97 % (Sharabi et al., 2016). Aunque el linaje Victoria circulo
limitado a Asia en la década de 1990, en el siglo XXI han cocirculado por todo el
mundo (Caini et al., 2019). Los patrones de estos se ven determinados por las
condiciones ambientales, mientras el linaje Victoria (B/Vic) es mas frecuente en
paises tropicales, el linaje Yamagata (B/Yam) domina las regiones templadas en
ambos hemisferios; la razén no es clara, pero se sospecha que su supervivencia y
transmisibilidad se ve diferencialmente afectada por el frio y la humedad (Caini et
al., 2019)

Ambos linajes han mostrado poseer diferentes dinamicas de transmision y
antigenicidad llevandolos a alternar en cuanto a la dominacion regional y los grupos

susceptibles a su infeccién (Rivas, 2020).

1.9 Epidemiologia

Debido a las caracteristicas de estos virus, sus patrones de circulacion y dinamicas
evolutivas, es que no se le considera una enfermedad que se pueda erradicar
(Garcia-Garcia y Ramos, 2006). Es por su distribucién a nivel global e impacto en
la calidad de vida y productividad de la sociedad que los virus que la causan son

considerados el mayor problema de salud humana (Rivas, 2020).

La OMS estima que entre las epidemias de temporada y ocasionales pandemias
gue provoca se registran hasta mil millones de casos al afo, cifra que se aproxima
al 15 % de la poblacion mundial, de estos entre tres y cinco millones son severos

requiriendo algunos de hospitalizacion, derivando en 250 mil o 500 mil muertes. En
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cuanto al costo econdmico las estimaciones se acercan a los 90 mil millones de
dolares (OMS, 2009; Nucamendi, 2014; Fang et al., 2020).

La influenza afecta a todos los grupos etarios, pero de forma preferente a adultos
mayores de 65 afios, pacientes con factores de riesgo (crénicos y demas
comorbilidades), y nifios menores de cinco afios que presentan la mayor tasa de
muerte (Soldrzano-Santos, 2009; CNETS, 2015).

En paises de clima templado se reporta que la temporada de influenza se ubica a
lo largo de los meses de otofio e invierno donde es mas marcada pero pueden
ocurrir casos aislados y brotes esporadicos entre temporadas; en los trépicos y
cerca de ellos se presentan casos todo el afio de una manera mas uniforme
(Saldias, 2013), estos brotes dependen de la combinacién de factores como
individuos susceptibles a la infeccidn, condiciones ambientales y la naturaleza del
virus mismo; su permanencia en el ambiente se dard por otras, el frio y el
hacinamiento por ejemplo (Baehr y Mackenney, 2014). México no es la excepcion
a estos patrones de circulacion, en nuestro pais los virus se distribuyen igual que
en el resto del hemisferio norte (otofio a invierno) (Franco-Paredes et al., 2006). El
punto de inicio y duracién varian con cada temporada, pero por lo regular empiezan
en septiembre u octubre, alcanzando su pico maximo en enero o febrero y pueden
extenderse hasta mayo (Nucamendi, 2014) y junto con la neumonia representan
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad quedando en el séptimo o

noveno puesto (Solérzano-Santos y Miranda Novales, 2009).

De 2010 a 2016 el 53.5 % de los casos confirmados en el pais se trataron de
mujeres de las cuales el 77 % no tenian antecedente de vacunacion y 36 %
presentaban alguna comorbilidad (Ruiz-Matus et al.,, 2017) de 2015 a 2016 se
reportaron 9,721 con 537 muertes (Prado-Calleros y Prado-Abarca, 2018).

Respecto al virus de la influenza B, es el causante de aproximadamente el 29 %
de las muertes por temporada alrededor del mundo (Fang et al., 2020), tiende a
dominar los meses de primavera, previos al pico maximo de contagios (Mandala et
al., 2019). Por lo regular producen infeccién y enfermedad durante la infancia asi

gue es en pacientes infantes donde se detecta una carga viral (Sol6rzano-Santos y
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Miranda Novales, 2009; Banerjee et al., 2018). Aun con esto su impacto se
considera menor que el de los virus de influenza A pues su lenta evolucion y falta
de hospederos contribuyen a la baja frecuencia de la ocurrencia de epidemias. Las
condiciones ambientales podrian estar involucradas en la diferente distribucion
temporal pues su eficiente propagacion epidemiolégica se ve dirigida por su
capacidad de transmitirse a través del aire en aerosoles respiratorios o bien
permanecer sobre superficies; una de esas condiciones es la humedad relativa (RH)
jugando un rol importante en la infeccion al propiciar o no el microambiente

adecuado en las vias respiratorias (Honemann et al., 2019; Kormuth et al., 2019).

Entre los linajes del virus de influenza B también existen diferencias en sus
patrones de distribucion. Ambos circulan anualmente, pero tiende a haber
predominancia de uno de ellos dependiendo de factores como su evolucion previa,
la cobertura de vacunacion y los niveles de anticuerpos o defensas de los individuos
(Laurie et al., 2018). De acuerdo a la edad los virus B/Vic tienden a distribuirse, a lo
largo de una curva unimodal con un pico entre los 10 y 20 afios (Caini et al., 2019;
Lei et al., 2019), mientras que el linaje B/Yam afecta principalmente a la poblacion
mayor, cercana a los 50 afios. Ambos linajes han contribuido a las 290-650 mil

muertes al afio por influenza (Virk et al., 2020).

En Estados Unidos de 1976 a 1999 la influenza B estuvo entre las tres causas
principales de morbilidad, solo después de la influenza A (H3N2) y antes de la
influenza A (H1IN1) pdm09. De 1997 a 2009 fueron la causa del 29 % de las muertes.
En Australia poco mas de la mitad de casos reportados de influenza (54 %) fueron
diagnosticados como Influenza B y su mayoria fueron infantes, de modo similar a lo
ocurrido en Inglaterra donde durante la primera mitad de la temporada 2012-2013
predoming la influenza B, especialmente en nifios de cinco a 14 afios. En Tailandia

las edades mas afectadas fueron de los cinco a 19 afos (Koutsakos et al., 2016).

En el caso de los paises americanos cercanos a los tropicos los patrones de
circulacion no parecen tan marcados a comparacion de los del hemisferio norte y
sur, sin embargo, México y Peru cuentan con el patron de circulacion del hemisferio

norte donde la epidemia ocurre a inicios de febrero mientras que en el resto de
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paises tropicales entre abril y septiembre, la razén recae en el hecho de que ambos
paises son ecologicamente diversos y distintos del resto de la América tropical y la
evidencia previa ha demostrado diferencias en la actividad epidémica entre distintos
climas (Durand et al., 2015).

1.10 Sintomatologia

Aungue los signos clinicos de una infeccion por el virus de influenza son muy
parecidos a los del resfriado comdn es importante aclarar que contrario a la idea
general de que son la misma enfermedad el resfriado comln o catarro puede ser
causado por multiples virus, ademas el cuadro sintomatico de la influenza es mas
severo y con un inicio generalmente abrupto (Franco-Paredes et al., 2006;
Solérzano-Santos y Miranda-Novales, 2009), los sintomas, producto, de la infeccion
pueden ser de dos tipos, por accion directa del virus sobre el epitelio del tracto
respiratorio, conocidos como locales y a distancia debido a la actividad de citocinas
inflamatorias en respuesta a la infeccion (Baehr y Mackenney, 2014). Este cuadro
va desde leve que no precisa mas que un tratamiento ambulatorio hasta graves con
una falla respiratoria aguda capaz de causar la muerte, por lo regular es
autolimitante y sus manifestaciones incluyen fiebre de 38 °C o 40 °C, tos, cefalea,
mialgia, postracion, dolor de garganta, odinofagia, rinorrea, fatiga, artralgia, ataque
al estado general perdurando de uno a cinco dias (Manjarrez y Arenas, 1999;
Saldias, 2013).

Estos sintomas varian en funcion de la edad, otra diferencia es que aun cinco dias
después de la recuperacion los adultos pueden seguir teniendo el virus mientras
gue en los nifios este estado puede durar siete o diez dias y prolongarse mas alla
de este tiempo (28 a 30 dias) si se trata de pacientes cronicos o
inmunocomprometidos (Nucamendi, 2014; Banerjee et al., 2018). Otros sintomas
asociados, aunque menos recurrentes son el dolor retroesternal, fotofobia, dolor

abdominal, diarrea y convulsiones causadas por fiebre alta en nifios. En grupos de
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alto riesgo como inmunodeprimidos la infecciébn puede propiciar complicaciones
severas, las neumonias secundarias son ejemplo de ellas, causadas principalmente
por tres géneros de bacterias Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Haemophilus influenzae; también lo son la sinusitis bacteriana, bronquitis,
traqueobronquitis y otitis media; se han reportado complicaciones asociadas al
sistema nervioso central, mielitis transversa y sindrome de Guillain-Barré por

ejemplo (Franco-Paredes et al., 2006; Fang et al., 2020).

La enfermedad causada por el virus de la influenza B es indistinguible de la
causada por el virus de influenza A, pero pueden diferir en algunas complicaciones
y es que las relacionadas con la influenza B son de naturaleza neuroldgica,
muscular y cardiologica, estas Ultimas son mas frecuentes en jovenes que en
adultos. Otra diferencia es que en los casos fatales aquellos con diagnostico de
influenza B fallecieron mas rapido que con influenza A. En nifios los sintomas son
mas prevalentes, particularmente cuando la infeccion es por B/Vic, lo que se
explicaria por la alta expresion de glicanos de acido siélico alfa 2-3, superior a la
encontrada en adultos (Koutsakos et al., 2016).

1.11 Respuesta Inmune

El reconocimiento innato de la infeccién por influenza B ocurre pronto, mas rapido
gue la deteccién de una infeccién por el género A (2-4 h/8-16 h respectivamente),
gracias a las células dendriticas, posterior a ello se produce la respuesta de
interferones (IFN) tipo | y Il (IFN alfa, beta y gama 1) asi como de citocinas y
guimiocinas (CXC L10, CXC L8, CCL5, CCL2, IL1-beta, IL-18, IL-6). La mayoria de
anticuerpos actiuan contra HA y NA, en el caso de la primera se le unen para
bloquear sus cambios conformacionales e impedir la fusibn de membranas
(Koutsakos et al., 2016).

Durante la fase aguda de la infeccion hay induccién de IFN alfa en la secrecion

respiratoria y el suero de los pacientes conduciendo a la formacion de anticuerpos
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en las mucosas que recubren el epitelio y que desempefian dos funciones
principales, la neutralizacion de la infeccion e interferencia en la liberacion de la
progenie viral. Las 1gG, IgA y células T citotoxicas CD8 se producen tres o cuatro
dias después dirigidas contra HA, NP, PB2 y M2 (Garcia-Garcia y Ramos, 2006).
Proteinas como CR8071 o CR8033 son capaces de neutralizar ambos linajes del
virus B al opsonizar los residuos conservados de la base del dominio globular y el

sitio de unidén a receptor, respectivamente, de HA (Fulton et al., 2018).

El virus es capaz de contrarrestar estas acciones del sistema inmune para
garantizar su éxito por medio de la NS1 que al prevenir la activacion de IRF3 y su
posterior translocacion al nucleo de la célula infectada bloquea la respuesta de IFN
alfa y beta (Koutsakos et al., 2016).

1.12 Tratamiento

Existen recomendaciones generales aplicadas el cuidado de pacientes que
padecen influenza que son la reduccién de la actividad fisica, permanecer en reposo
durante el periodo febril (uno a tres dias), aislamiento y apropiadas medidas de
higiene con el fin de evitar mas contagios, ingesta de abundantes liquidos,
antipiréticos para manejar la fiebre, uso de analgésicos y antiinflamatorios siempre
y cuando estos no sean derivados de salicilatos, especialmente si se desea tratar
una infeccién por influenza B (Franco-Paredes et al., 2006; Saldias, 2013). Con
estas medidas y en ausencia del tratamiento prescrito la recuperacion del paciente
se dara en una semana, o dos si se le considera en un grupo de riesgo (Nucamendi,
2014). El uso de antibioticos solo se recomienda en caso de presentarse infecciones

bacterianas secundarias (Garcia-Garcia y Ramos, 2006).

Hay farmacos para tratar la enfermedad, los inhibidores de NA son analogos al
acido sialico, actian contra los virus de influenza A y B atacando los residuos
conservados de aa en dicha proteina con el objetivo de inhibir completamente su

actividad enzimatica bloqueando asi el término de la replicacion, ejemplo de esto
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son el oseltamivir y el zanamivir (Franco-Paredes et al., 2006; Koutsakos et al.,
2016; Farrukee et al., 2018; Ison, 2017).

Los adamantanos como amantadina y rimantadina inhiben a M2 cristalizandola y
bloqueando su poro transmembrana, pero no son recomendables contra infecciones
por influenza B ya que la diferente secuencia de aa del dominio transmembrana de
esta proteina lo vuelve inefectivo (Krol et al., 2011; Mandala et al., 2019), por esta
razon se han desarrollado nuevos farmacos (Cuadro 1) para tratar estas
infecciones, uno de ellos es el Favipiravir, capaz de impedir la replicacion de los tres
géneros del virus influenza, reduce la carga viral en el tracto respiratorio superior y
en el pulmoén disminuyendo el dafio a este al igual que la tormenta de citocinas, por

ello se recomienda combinarlo con inhibidores de NA (Fang et al., 2020).

Cuadro 1.- Dosis diarias recomendadas de los antivirales contra influenza tanto en

tratamiento como quimioprofilaxis de acuerdo a grupos etarios.

Antiviral

. Amantadina
-Tratamiento
influenza A
-Profilaxis
influenza A

Rimantidina
-Tratamiento
influenza A
-Profilaxis
influenza A
Zanamivir
-Tratamiento
influenzaAyB
Oseltamivir
-Tratamiento
influenzaAyB
-Profilaxis

influenzaAy B

1-6
5 mg/Kg/dia, hasta
150 mg dos veces
al dia
5 mg/Kg/dia, hasta
150 mg dos veces

al dia
NA
5 mg/Kg/dia hasta
150 mg dos veces

al dia
NA

Segun peso del

nifio *

NA

7-9
5 mg/Kg/dia, hasta
150 mg dos veces
al dia
5 mg/Kg/dia, hasta
150 mg dos veces

al dia

NA

5 mg/Kg/dia hasta
150 mg dos veces
al dia
10 mg dos veces
al dia

Segun peso del

nifio

NA

10-12

100 mg dos
veces al dia

100 mg dos
veces al dia

100 mg dos
veces al dia
10 mg dos
veces al dia

Segun peso del

nifio *

NA

13-64

100 mg dos veces
al dia

100 mg dos veces
al dia

100 mg dos veces
al dia ™

100 mg dos veces
al dia

10 mg dos veces
al dia

75 mg dos veces
al dia

75 mg al dia

>65

100 mg al dia

100 mg al dia

100 mg al dia

100 mg al dia

10 mg dos veces
al dia

75 mg dos veces
al dia

75 mg al dia

Los numeros arriba indican edades. * La dosis recomendada para nifios es de acuerdo al
peso: < 15 kg: 30 mg, dos veces al dia; 15 a 23 kg: 45 mg, dos veces al dia: > 23 a 40 kg,
60 mg, dos veces al dia; > 40 kg: 75 mg, dos veces al dia. ™ Se recomienda reducir la dosis
a 100 mg por dia para personas con disfuncion hepatica o aquellos con depuracion de
creatinina menor a <10 ml / min (con amantadina y rimantadina). * Amantadina y
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rimantadina por el alto porcentaje de resistencia ya no son antivirales recomendados para

el tratamiento de influenza (Tomada de Franco-Paredes et al., 2006).

La resistencia que encuentran los amantadinos es resultado de una sencilla
sustitucion de aa en M2, particularmente en el residuo Ser 31 Met, lo cual se ha
detectado en mas del 95% de los virus resistentes. Hay otras mutaciones en los
residuos S141N y G185A de HA para compensar los cambios del amino adamantil
sobre el pH. Por otra parte, los inhibidores de NA encuentran menor resistencia que
los primeros, en este caso debido a mutaciones que incluyen sustituciones en NA'y
HA que reducen la afinidad al inhibidor o la afinidad de HA por las proteinas
sialiladas. Ahora bien, estos cambios pueden ser la consecuencia directa de la
presion selectiva por parte de los medicamentos o estar relacionadas con fuerte
brotes de influenza humana (influenza B) y que se fijan en uno u otro tipo de virus
con mayor o menor afinidad. Actualmente la mayoria de los virus influenza
circulantes son resistentes a los medicamentos mas comunes anteriormente
usados, al menos desde el 2009 se detectaron virus resistentes a oseltamivir en
Europa y USA. Los brotes de influenza aviar en el sur de Asia y la Ciudad de México
son ejemplos claros de la habilidad que poseen de mutar y desarrollar resistencia
rapidamente (Astrahan y Arkin, 2011; Krol et al., 2014).

Es importante estar al tanto de estas mutaciones para desarrollar nuevos
antivirales y combinaciones que aumenten su potencia y reduzcan la resistencia
(Ison, 2017)
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1.13 Prevencién

El contagio se da de persona a persona a través de gotitas de saliva que
transportan a los viriones y pueden perdurar en superficies lisas por 48 o 72 h (Ruiz-
Matus et al., 2017), asi que la mejor manera de prevenir la enfermedad es evitar su
propagacion, lo que se logra a través de medidas diarias y comunes como el
cubrirse con el antebrazo al toser o estornudar, lavarse frecuentemente, evitar
tocarse los 0jos, nariz y boca, igual que evitando estar cerca de personas enfermas
y el hacinamiento, el recambio constante de aire en espacios cerrados, llevar una
vida saludable, previniendo el tabaquismo y la exposicion a la contaminacion
(Saldias, 2013).

El uso de vacunas es una medida elemental de prevencion con el fin de lograr la
inmunidad de rebafio; existen trivalentes que incluyen dos cepas del virus de
influenza A y una del virus de influenza B, y las tetravalentes, con dos cepas de
influenza A y dos de influenza B, formuladas con base en las cepas que circularon
la temporada anterior, las hay de varios tipos, inactivada, de subunidades y de
antigenos purificados (Garcia-Garcia y Ramos, 2006). La vacunacion de grupos de
riesgo es el principal objetivo, evitando el 72 % de hospitalizaciones y 87 % de
muertes, en México estos grupos son el personal de salud, aquellos que trabajan
en asilos y guarderias, mujeres con embarazos de alto riesgo, mayores de 65 afios,
nifios de seis meses a cinco afos, viajeros y pacientes crénicos (Franco-Paredes et
al., 2006; Carrada, 2010), sin embargo, en la ultima década ha existido discordancia
entre la vacuna trivalente y las cepas circulantes y su efectividad contra el virus B
fue solo del 54 % (Koutsakos et al., 2016; Farrukee et al., 2018).

Por esto desde 2013 la OMS ha recomendado el incluir una segunda cadena de
influenza B de modo que se cubran ambos linajes, es decir formular la vacuna
tetravalente y es que incluso trabajadores del area de la salud recurren al acertado
argumento de las mutaciones del virus como una razon para estas discordancias
(Rizzo et al., 2018 y Lorene et al., 2017).

Es importante sefalar que la eficacia de una vacuna, que recientemente ha

parecido inefectiva esta limitada por las condiciones virolégicas y biolégicas en
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juego; estas son los factores relacionados al hospedero (concerniente al sistema
inmune), los de la vacuna (relacionados a su transporte, almacenamiento y
administracion), del patdogeno al que se pretende combatir, en los que entran
precisamente las mutaciones que les permiten evadir las defensas por ello es que
se requiere una vacuna anual y puede percibirse como inefectividad; también
intervienen las condiciones geograficas, ecologicas y demograficas que facilitan la
circulacion de uno u otro clado. Por poner un ejemplo, en un grupo etario igual o
mayor a los 75 afios la seroproteccién de la vacuna contra la influenza es de solo el
29 a 46 %, inferior cuando se le compara con la que proporciona a aquellos con
entre 60 y 74 afios que es del 41 al 58 %, de modo que la cobertura de vacunacién
es muy variable y por desgracia el incremento de esta no es garantia de efectividad
(Poland, 2018; Smetana et al., 2018).

1.14 Vigilancia epidemioldgica

La OMS cuenta con un programa de investigacion en materia de salud publica
sobre la influenza que se enfoca a areas particularmente relevantes que son:
reduccion del riesgo de aparicion de nuevos virus con potencial pandémico,
limitacién de la influenza en sus variantes pandémica, zoonética y epidémica
estacional, minimizacién de su impacto, optimizacion del tratamiento de pacientes,
promocién del desarrollo y la aplicacion de instrumentos modernos de salud publica
(OMS, 2009). A nivel global FluNet es la plataforma para la vigilancia de la influenza,
alimentada por los datos que proporcionan los centros nacionales de influenza
(CNI), de la vigilancia de la influenza global y sistemas de respuesta (GISRS), y
demas laboratorios de referencia; en 2014 sumaban 125 instituciones en 96 paises
gue cada afio recomiendan a la OMS el contenido de la siguiente vacuna estacional
y vigilan la aparicion de nuevas cepas con potencial pandémico monitoreando su
evolucion y establecen medidas y protocolos que ayuden al control de epidemias o
pandemias asegurando el funcionamiento Optimo de los sistemas y servicios

elementales en tal eventualidad (Nucamendi, 2014).
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En México, las acciones de vigilancia estan a cargo de la Secretaria de Salud a
través de un sistema centinela denominado Sistema de Vigilancia Epidemiologica
de Enfermedades Respiratorias (SISVER), que integra el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), coordinado por la Direccion General de
Epidemiologia (DGE) (CNETS, 2015) quien se encarga de dirigir a las 475 Unidades
de Salud Monitoras de Enfermedades Respiratorias (USMER), que han de captar
los casos probables de influenza y envian las muestras a la Red Nacional de
Laboratorios de Salud Publica y Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia
Epidemiol6gica para realizar el diagndstico y capturar toda la informacién
epidemioldgica en la plataforma SISVER, a su vez, esta red hace llegar muestras
para su caracterizacion al Laboratorio de Virus Respiratorios del Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemioldgica, reconocido como Centro Nacional de
Influenza desde 1951 y que por tanto administra la vigilancia epidemiolégica por

medio de dicha red.
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ll. Antecedentes

2.1 Nueva variante con Doble delecién

En junio de 2017 se reportaron dos virus B/Vic noruegos antigénicamente
diferentes al presente en la vacuna estacional (B/Brisbane/60/2008), pertenecientes
al clado 1A, y tras su secuenciacion se confirmo la presencia de una delecion de
seis nucleotidos en el gen de HA, en las posiciones 529-534, lo que origind una
doble delecion de aa (posicién 162-163) en la HAL (Daniels et al., 2017; Shu et al.,
2020). Este virus cuenta con sustituciones adicionales en D129G, 1180V en HAl y
R151K en HA2; hasta 2017 se habia detectado en Canada, Trinidad y Estados
Unidos (Daniels et al., 2017).

Poco después por evolucién paralela emergieron dos variantes del mismo clado
(V1A.2 y V1A.3) con una delecion de nueve nucleotidos en el mismo gen (529-537)
derivando en una triple delecién de aa en la posicién 162-164, ademas de contar
con sustituciones adicionales en 180T y K209N de HAL, los cuales fueron
representados por el virus B/HongKong/269/2017 y que se han detectado en Asia,
Africa, América y Europa (Daniels et al., 2017; Shu B. et al., 2020).

Los virus con doble delecion (subclado V1A.1) mostraron poca reactividad con los
antisueros desarrollados contra los virus B/Vic sin delecion (Daniels et al., 2017).
Mientras que V1A.3 a pesar de ser genéticamente diferente mostré reactividad
cruzada en estudios serolégicos conducidos en humanos vacunados con V1A.1
(Owusu et al., 2020).

Ahora no solo hay dos sino cinco genes de HA (Figura 13) de virus de influenza B
gue estan cocirculando en el mundo: B/Yam, B/Vic, B/Vic V1A.1, B/Vic V1A.2 y B/Vic
V1A.3 (Shu et al., 2020). Tan solo en Estados Unidos, entre mayo y septiembre de
2019 se detectaron casos causados por las tres nuevas variantes de virus con

deleciones en la HA (Owusu et al., 2020).
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Los cambios en HA son importantes puesto que su reconocimiento especifico
permite al virus infectar, replicarse y perpetuarse estableciendo reservorios
naturales en diferentes especies con el tiempo (Flores-Mungia et al., 2007).
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Figura 13. Arbol filogenético de HA con los virus representativos de los grupos genéticos
de los linajes B/Victoria y B/Yamagata. El clado V1A, y subclados V1A-2DEL (V1A.1) y V1A-
3DEL (V1A.2 o0 V1A.3) estan sefalados por las barras a la derecha (Shu et al., 2020).
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2.2 Circulacién global

Durante la temporada de 2017-2018 en el hemisferio norte el linaje Yamagata fue
predominante (B/Yamagata/16/88), particularmente en Europa y Asia. El linaje
B/Vic, clado V1A fue detectado en algunas regiones a niveles muy bajos. El
subclado V1A.1 continué disperso geograficamente y pas6 a ser el virus
predominante del linaje Victoria en América y Europa. Un pequefio nimero de casos
causados por virus del clado V1A con triple delecion fue detectado en Asia y Africa
(CDC, 2018).

Durante 2018 el linaje Yamagata predomin6 sobre los demas virus del género B
en Europa y Asia. El subclado V1A.1 avanz6 y predominé en América y Europa.
Uno de los virus de este subclado fue incluido en la vacuna de la temporada 2018-
19 (B/Colorado/06/2017) para el hemisferio norte. En Asia y Africa se encontraron
los virus con una triple deleciéon de aa (V1A-3Del). En la temporada 2018-2019 la
deteccion de virus del tipo B fue muy baja en contraste con la del tipo A. El andlisis
filogenético reveld que los virus del linaje B/Vic de diferentes subclados estuvieron

cocirculando expresando HAs con doble vy triple delecion (CDC, 2019).

A diferencia de la temporada anterior, en 2020, en el hemisferio norte los virus de
tipo B circulan en mayor proporcion que los de tipo A, especialmente en América,
Europa, Asia central y oeste. Todas las muestras caracterizadas por el CDC en esa
temporada pertenecian al clado V1A, subclados V1A.1, V1A.2 y V1A.3; el ultimo
incremento su proporcion entre 2019 y 2020 demostrando cierta predominancia
(CDC, 2020).
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l1l. Justificacion

La velocidad con que los virus de la influenza pueden evolucionar les convierte en
un objetivo de constante interés y por tanto es de vital importancia conocer el
comportamiento de las cepas emergentes, los virus pertenecientes al subclado
V1A.1 del linaje Victoria son un ejemplo de ello. Si bien los virus causantes de la
influenza tipo B no representan riesgo elevado a comparaciéon de los del tipo A no
debe bajarse la guardia con respecto a su vigilancia.

V. Hipotesis

Dada la importancia de la HA en el ciclo bioldgico e infeccioso de los virus de
influenza es posible que existan diferencias entre aquellos del tipo B linaje Victoria,
con doble delecién de aa en esta proteina (subclado V1A.1) y los que no presentan
dicha modificacién, con respecto a sus patrones de circulacion, esto es, los grupos
etarios mas afectados, comportamiento estacional y proporcidn entre sexos; asi
como en el cuadro de enfermedad que causan, sintomatologia y evolucién de los

casos clinicos.

V. Objetivos

5.1 General

Identificar la distribucion del virus de influenza B/Vic con doble delecién en las
posiciones 162-163 de la HA (V1A.1) en el pais, de 2017 a 2019.
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5.2 Especificos

e Detectar por RT-PCR en tiempo real la presencia de virus B/Vic
pertenecientes al subclado V1A.1 en muestras de hisopados nasofaringeos
recibidas por el Laboratorio de Virus Respiratorios del INDRE en la Ciudad
de México correspondientes a los afios 2017, 2018 y 2019.

e Identificar diferencias entre los casos causados por virus V1A.1y B/Vic sin
la doble delecion (V1A) con respeto al sexo, edad, entidad federativa,
sintomatologia, estacionalidad, evolucion, estado del paciente y vacunacion.

e Detectar posibles virus con triple delecién de aa en HA en las posiciones
162-164, presumiblemente pertenecientes a los subclados V1A.2 y V1A.3,

en las muestras a analizar.

V1. Materiales y métodos

6.1 Obtencién de muestras

Se realiz6 la busqueda de las muestras positivas a influenza B/Vic en las bases de
datos del Laboratorio de Virus Respiratorios del INDRE, correspondientes a los afios
2017, 2018 y 2019; posteriormente fueron recuperadas del banco de muestras y
resguardadas a -80 °C hasta ser procesadas. Dichas muestras provinieron de los
32 Laboratorios estatales de Salud Publica (LESP) distribuidos en cada uno de los
Estados de la Republica Mexicana y cinco laboratorios de apoyo a la vigilancia
epidemioldgica, de los cuales dos son institutos nacionales: el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) y el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), el Laboratorio Central de Epidemiologia
“La Raza” del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), el Centro Médico
Nacional “20 de Noviembre” del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los
trabajadores del Estado y el Hospital General de México, todos ellos ubicados en la
Ciudad de México.
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6.2 Busqueda de los casos

Para obtener la informacion clinica de cada una de las muestras positivas a
influenza B linaje Victoria seleccionadas, se realiz6 la busqueda en la plataforma
del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Enfermedades Respiratorias (SISVER)

y se organizaron en una base de datos por cada uno de los afios de estudio.

6.3 Extraccion de ARN viral

El procedimiento se llevo a cabo en una cabina de seguridad clase Il LABConco,
modelo Logic con el kit de extraccion de acidos nucleicos QlAamp® Viral RNA Mini
Kit, marca QIAGEN. Los reactivos se prepararon de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

La extraccion se realiz6 por grupos no mayores a 20 muestras incluyendo el control
de extraccion; de cada una se tomé un volumen de 140 yL en 560 uL de solucién
de lisis (AV), se mezclaron en vortex y tras un spin de 20 segundos en
microcentrifuga se le dej6 incubando durante diez minutos; se adicionaron 560 uL
de alcohol etilico puro propiciando la precipitacion del material genético, agitando y
centrifugando como se realiz6 previamente e incubando por solo un minuto. En una
columna de separacion se dispensaron 630 uL de la mezcla y se centrifug6 a 8000
rpm por un minuto, se cambiaron los tubos de recoleccion y se hizo lo mismo con el
resto del material lisado. Para la purificacién se agregaron 500 uL de la primera
solucién amortiguadora de lavado y se centrifug6 con las condiciones antes
mencionadas; se realiz6 un segundo lavado con 500 yL de la segunda solucién
amortiguadora de lavado 2 y centrifugando dos veces, la primera a 14000 rpm por
tres minutos y la segunda solo durante un minuto. La columna se traspaso a un
microtubo estéril de 1.5 mL y se afiadieron 60 uL de buffer de elucion y se paso de
nuevo por centrifuga a 8000 rpm por un minuto, finalmente se desechd la columna

y el eluato se almacen6 a 4 °C.
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6.4 Reaccion en cadena de la polimerasa

Los eluatos de cada muestra fueron sometidos a tres ensayos de RT-PCR con el
fin de confirmar el diagndstico positivo para el virus de la influenza B, el linaje B/Vic
y determinar la presencia o ausencia del gen que codifica la HA con doble delecién

de aa.

Preparacion de la mezcla de reaccion para RT-PCR tiempo real

Las mezclas de reaccidn se prepararon en el area del laboratorio asignada para
“‘Master Mix” en una cabina de seguridad LABConco modelo 3970302 con el kit
“Superscript® Il Platinum One-Step qRT-PCR system” con los volumenes indicados

en los cuadros 2, 3y 4.

Cuadro 2. Reactivos de la mezcla de reaccion para detectar la presencia de material

genético del virus de la influenza tipo B y de RNasa P por RT-PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen (uL) (Por

muestray por sonda)
Agua grado biologia molecular 5.5
Iniciador sentido 0.5
Iniciador antisentido 0.5
Sonda 0.5
Enzima 0.5
Regulador 2X 12.5
Volumen final (para una 20.0
muestra)
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Cuadro 3. Reactivos de la mezcla de reaccidén para detectar la presencia de material
genético del virus de la influenza B/Vic y B/Yam por RT-PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen (uL) (Por
muestra)

Agua grado biologia molecular 7.5
Iniciador sentido 0.5
Iniciador antisentido 0.5
Sonda B/Vic 0.5
Sonda B/Yam 0.5
Enzima 1
Regulador 2X 12.5
Volumen final (para una 23.0
muestra)

Cuadro 4.- Reactivos de la mezcla de reaccion para detectar la presencia de material
genético del virus de la influenza B/Vic V1A.1 (AK1s2N163) (VIC_KN del) y del virus de la
influenza B/Vic (VIC_no del) por RT-PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen (pL) (Por
muestra)

Agua grado PCR 5.5
Combined Primer/Probe 15
(VIC_KN del o VIC_no del)

Enzima 0.5
Regulador 2X 125
Volumen final (para una 20.0
muestra)

Las sondas e iniciadores (combined primer/probe) para la deteccion del gen de la
hemaglutinina (AK1e2N163) (Figura 14) fueron proporcionados por la division de
influenza del CDC.
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Figura 14. Sondas e iniciadores para la deteccion del virus V1A.1 proporcionados por la

division de influenza del CDC.

Las mezclas se cargaron en placas de 96 pocillos del modo en que se muestra en

la imagen 15, 16 y 17, afladiendo 5 puL de agua grado biologia molecular en los

pocillos requeridos como control negativo (2 yL en la placa de linaje) y cubriendo

estos con tapas Opticas para después envolver la placa en papel aluminio

protegiéndola de la luz y se mantuvieron a 4 °C hasta su uso. Se elaboraron las

hojas de registro LVIR-F-14 mostrando el orden en que se distribuyeron las mezclas

de reaccion y en que se colocaron posteriormente los extractos en las placas.

Inf B
RNasa P
Inf B
RNasa P
Inf B
RNasa P
Inf B
RNasa P

I @ M m O O W >»

10 11 12

NTC

NTC

Figura 15. Esquema de la carga de la mezcla de reaccion para la deteccion del virus de la

influenza B en una placa de 96 pocillos. NTC: Control negativo (Negative Control Template).
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Figura 16. Esquema de la carga de la mezcla de reaccién para la determinacién de linaje

en una placa de 96 pocillos. NTC: Control negativo (Negative Control Template).

VIC_KN del NTC

VIC_no del NTC

VIC_KN del

VIC_KN del

VIC_no del

VIC_KN del
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VIC_nodel D
E
F
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Figura 17. Esquema de la carga de la mezcla de reaccion para la detectar la presencia del

gen que codifica la HA con doble delecién de aa en una placa de 96 pocillos.

NTC: Control negativo (Negative Control Template).
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Carga de los extractos de las muestras

Este proceso se realizé en el area del laboratorio designada como “templados” en

una cabina de seguridad LABConco modelo 3970302.

Para la deteccion del virus de la influenza B se agregardn 5uL de eluato para cada

sonda (Inf B y RNasa P), sin olvidar los controles de extraccion.

Para la determinacion del linaje se cargaron 2uL de eluato (una muestra por

pocillo).

Para la deteccion del virus con el gen de HA con doble delecibn de aa se

dispensaron 5uL de eluato para cada “prime/probe”.

Carga de controles positivos

Las placas se llevaron cubiertas con papel aluminio al area de controles positivos
donde se colocaron en las placas dichos controles en los mismos volimenes que
los extractos. Los controles positivos para B/Vic V1A.1 (AKie2N163) (VIC_KN del) y
del virus de la influenza B/Vic (VIC_no del) fueron proporcionados por la divisién de
influenza del CDC.

Deteccion

Se trasladaron las placas envueltas en papel aluminio con los pocillos cubiertos
por tapas 6pticas al area donde se encuentren los termocicladores en tiempo real
modelo Applied Biosystems 7500 Fast y se sacudieron con fuerza de arriba hacia
abajo las veces necesarias para permitir que bajara el contenido retenido en las
orillas de los pozos, evitando que se quedara el liquido en las tapas o paredes de

los tubos de reaccion.

Respecto a las condiciones de termociclado, para la deteccion del virus de la
influenza B la retrotranscripcion se dio durante 30 minutos a 50 °C, se elevo la
temperatura a 95 °C por 2 minutos para activar el inhibidor Taq, seguido de 45 ciclos

de amplificacion a 95 °C por 15 segundos y 30 segundos a 55 °C en que se dara la
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deteccion de la sefal fluorescente. Se consideraron positivas aquellas muestras en
gue se detecto6 la sonda de Inf B y RNasa P, siempre y cuando también se haya
detectado en el control positivo y no se hubiera amplificado nada en el control

negativo y en los controles de extraccion.

Para la determinacion del linaje el termociclador se programé de la siguiente
manera: 30 minutos a 50 °C para la retrotranscripcion, 15 minutos a 95 °C para
activar el inhibidor Taq, seguido de 45 ciclos de amplificacion a 95 °C por 10
segundos, 30 segundos a 54 °C y 10 segundos a 72 °C para la deteccién de sefial.
Se consideraron positivas al linaje B/Vic las muestras en que se detect6 la sonda
de Vic, o de ambos linajes, en tanto en el control negativo no hubiera amplificacion

alguna y se detectara la sefial de ambas sondas en el control positivo.

Para la detecciéon de la cadena de HA con doble delecién de aa (AKi62N163), de
acuerdo con el protocolo proporcionado de igual manera por el CDC el termociclador
se programo con las siguientes especificaciones: retrotranscripcién a 50 °C durante
30 minutos, 2 minutos a 95 °C para la inactivacion del inhibidor Taq, seguido de 45
ciclos de amplificacion a 95 °C por 15 segundos y deteccién de fluorescencia a 55
°C por 30 segundos. La deteccion de la sonda “VIC_KN del” indico la presencia del
virus Influenza B/Vic con delecion en el gen de HA (AKie2N163) (V1A.1). Por otra
parte, la deteccion de la sonda “VIC_no del” senalé que se trataba del virus de
Influenza B/Vic sin delecion en el gen de HA. Sin embargo, al no detectar la
amplificacion de ninguna sefal se interpret6, de acuerdo al protocolo, como posible
Influenza B/Vic con una triple delecién en el gen HA (AK162N163D164) (V1A.2 y V1A.3).

6.5 Andlisis de resultados

Los casos cuyas muestras fueron positivas al virus de influenza B, linaje B/Vic con
el gen de la HA con doble delecion (B/Vic V1A.1) se separaron de las positivas al
virus de influenza B, linaje B/Vic sin el gen de la HA con doble delecién (B/Vic).

Ambos grupos fueron organizados por afio, entidad federativa de origen de la

39



muestra, sexo y edad donde empleando t de Student y U de Mann-Whitney se
compararon las medias entre ambos grupos; tipo de paciente, dias de evolucion,
semana epidemiolégica en que fue reportado y con o sin vacuna contra la influenza

estacional y se compararon las proporciones entre ambos grupos.

Empleando razones de riesgo (RR) y de probabilidades (Ods Radio (OR)) se busco
si existia relacion entre padecer influenza por virus del subclado V1A.1y el sexo del
paciente, la evolucion de los casos o0 el estar vacunado contra la influenza
estacional; asi como la probabilidad de padecer los sintomas reportados en casos
de influenza al estar infectado por virus del subclado V1A.1 y que estos se
compliqguen mas que los del grupo B/Vic. Se recurri6 a la prueba de Xi? para

determinar cudles de esas diferencias entre ambos grupos son significativas.

Se observo la estacionalidad y los grupos etarios mas afectados por los virus B/Vic

V1A.1 comparando su comportamiento con el de los B/Vic.
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VIl. Resultados

7.1 NUmero de muestras

En el aflo 2017 el INDRE recibio un total de 361 muestras positivas a influenza B,
de las cuales 283 pertenecen al linaje B/Yam, 13 no cuentan con un linaje

determinado y 65 al linaje B/Victoria, de estas, se utilizaron 60 para este estudio.

Los resultados de la RT-PCR en tiempo real para la deteccion del gen de HA
(AK162N163) arrojaron que seis de las 60 muestras resultaron positivas al subclado
V1A.1, es decir contaban con la doble delecién, mientras que solo una posiblemente
poseia el gen con triple delecidén (AK162N163D164) 0 que le ubicaria en el subclado
V1A.2 0 V1A.3 (Figura 18).

mB /Vic

mV1Al
triple delecién

B/Yam

Figura 18. Distribucidon de las muestras de influenza B recibidas en 2017.

En el afio 2018 (Figura 19), se recibieron 353 muestras diagnosticadas positivas a
influenza B, 195 correspondian a linaje B/Yam y 150 a linaje B/Vic, de las cuales
140 se utilizaron para este andlisis. Los resultados de la RT-PCR en tiempo real
mostraron que 27 muestras pertenecian al subclado V1A.1 y dos, posiblemente, al
V1A.2 0 V1A.3.
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mV1Al
m triple delecion

mB/Yam

Figura 19. Distribucion de las muestras de influenza B recibidas en 2018.

En 2019 (Figura 20) se recibid un total de 265 muestras positivas a influenza B,
169 del linaje B/Yam y 90 B/Vic, de las cuales Unicamente se analizaron 37, 26

presentaron la doble delecion en HA y otra una posible triple delecion.

B /Vic
mV1A.l
M triple delecion

mB/Yam

Figura 20. Distribucion de las muestras de influenza B recibidas en 2019.
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7.2 Distribucion por sexo

De los 234 casos considerados 111 corresponden a pacientes masculinos y de
estos 31 al grupo B/Vic V1A.1l; de los pacientes femeninos (123 casos) 28
pertenecen al grupo B/Vic V1A.1 (Figura 21).

Aunque las razones de riesgo indican una probabilidad mayor a 1 de padecer
influenza B por virus del subclado V1A.1 la prueba de Xi? arrojé que este resultado

no es significante.
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40
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B/Vic V1A.1 B/Vic B/Vic V1A.1 B/Vic

Pacientes masculinos Pacientes femeninos

Figura 21. Distribucion del total de casos (234) de acuerdo al sexo del paciente.
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7.3 Distribucién geografica

La distribucion geografica de las 60 muestras procesadas en 2017 (Figura 22) es
la siguiente: Aguascalientes (14), Baja California (1), Campeche (1), Chiapas (3),
Coahuila (1), Hidalgo (2), Morelos (1), Nuevo Leon (6), Querétaro (6), Quintana Roo
(1), Sonora (15), Tabasco (1), Tlaxcala (5) y Zacatecas (3). Cinco de los 6 casos
confirmados como infeccién por virus del subclado V1A.1 se reportaron de

Querétaro, de la misma localidad, otra del mismo virus se recibio de Aguascalientes.

Figura 22. Entidades de donde provienen las muestras recibidas por el INDRE en 2017.
Azul: Casos de Influenza por virus B/Vic; violeta: Casos de influenza por virus del subclado
V1A.1.

La distribucién geografica para las 150 muestras procesadas durante 2018 (Figura
23) corresponden a: Aguascalientes (6), Baja California (7), Chiapas (5), Ciudad de
México (18), Coahuila (12), Colima (1), Durango (1), Guerrero (3), Hidalgo (5),
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Jalisco (4), Estado de México (4), Michoacan (5), Morelos (6), Nuevo Ledn (1),
Puebla (3), Querétaro (5), Quintana Roo (3), San Luis Potosi (8), Sinaloa (3), Sonora
(9), Tabasco (2), Tamaulipas (4), Tlaxcala (6), Veracruz (10), Yucatan (7) y
Zacatecas (2). Los casos de infeccion por virus de influenza con doble delecion se
ubicaron en 10 estados, Baja California (6), Chiapas (2), Ciudad de México (8),
Durango (1), Puebla (1), Quintana Roo (2), Sonora (3), Tlaxcala (1), Veracruz (3) y
Yucatan (3) (Figura 22).

Figura 23. Entidades de donde provienen las muestras recibidas por el INDRE en 2018.
Azul: Casos de Influenza por virus B/Vic; violeta: Casos de influenza por virus del subclado
V1A.1.

En 2019 (Figura 24) las muestras analizadas provinieron de nueve entidades, de
Ciudad de México (11), Coahuila (1), Guerrero (3), Hidalgo (10), Morelos (1), Puebla
(2), Querétaro (2), San Luis Potosi (4) y Tlaxcala (4). De las 26 positivas al subclado
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V1A.1, 10 son originarias de la CDMX, a la que le sigue Hidalgo con cuatro, Guerrero
tres, Estado de México, Querétaro, Tlaxcala y San Luis Potosi dos cada uno,
Puebla, Morelos y Coahuila una. Vale la pena recalcar que la Ciudad de México
reportd una con triple delecion.

Figura 24. Entidades de donde provienen las muestras recibidas por el INDRE en 2019.

Azul: Casos de Influenza por virus B/Vic; violeta: Casos de influenza por virus del subclado
V1A.1.
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7.4 Distribucién por edad

Para presentar los resultados de las muestras positivas a influenza B linaje Victoria
sin delecion y con doble delecion los grupos de edad se distribuyeron en
quinquenios partiendo de los cero afios. Los casos por B/Vic sin delecion se
acumulan de los 0 a 34 afios, mientras que para las B/Vic con doble delecién esto
se observa de los 0 a 14 afios. En ambos grupos el nimero de casos disminuye en

funcion de la edad.

Al comparar la distribucidén en porcentajes de los grupos etarios de casos por B/Vic
y V1A.1 (Figura 25) se observan similares. Las medias de ambos se encuentran en
23 para los casos de infeccion por B/Vic y 20 en aquellos con V1A.1; por prueba t
de Student y de U de Mann-Whitney se encontré6 que la diferencia no es

estadisticamente significativa.
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7.5 Dias de evolucién

Los lineamientos para la vigilancia por laboratorio de virus respiratorios establecen
gue la fecha de toma de muestra en los casos sospechosos de influenza se realice
en los primeros cinco dias a partir de la fecha de inicio de sintomas (dias de

evolucion en pacientes ambulatorios y hasta siete tratdndose de hospitalizados).

En la figura 26 se muestra que no hay diferencia entre los dias de evolucion de los
casos de infeccion por virus B/Vic y V1A.1, en ambos casos las muestras fueron

tomadas dentro del tiempo establecido.
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Figura 26. Dias de evolucion de los casos de infeccion por B/Vic y V1A.1.
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7.6 Sintomatologia

Los calculos de las razones de riesgo (RR) y razén de probabilidades (en inglés,
ods ratio (OR)) determinan la posibilidad de que una condicion de salud o
enfermedad se presente en un grupo de poblacion frente al riesgo que ocurra en
otro. En los Cuadros 5 a 7 se muestran las diferencias entre el total de pacientes
con diagnostico de infeccion por virus B/Vicy V1A.1 con respecto a los 18 sintomas
mas citados en la bibliografia y considerados en las bases de datos del INDRE y se
encontroé que es mas probable que en una infeccién por el virus con doble delecién
se presentaran los sintomas, odinofagia, irritabilidad, cefalea, mialgia y rinorrea.
También se realizaron los calculos en funcién del sexo de los pacientes, de estas
pruebas se obtuvo que entre los pacientes femeninos era mas probable presentar
irritabilidad y cianosis en un cuadro de infeccion por virus V1A.1 que por B/Vic
mientras que en masculinos el riesgo de presentar odinofagia, irritabilidad, cefalea,
mialgia, artralgia, rinorrea y conjuntivitis aumenta en una infeccion por virus del
subclado V1A.1.

Cuadro 5. Valores de Razon de Riesgo (RR) y razén de probabilidades (OR) para cada
sintoma en el total de pacientes con infeccion por virus V1A.1 (los valores resaltados, >1

indican un riesgo).

Sintoma Fiebre  Tos  Odinofagia  Disnea Irritabilidad  Diarrea  Dolor Escalofrios  Cefalea
tordcico

RR | 1.04 0.97 1.08 0.77 1.35 0.81 0.78 0.89 1.00

OR 0.57 1.24 0.62 1.74 0.79 0.65 0.71 1.01

Sintoma  Mialgia Artralgia  Ataque Rinorrea Polipnea  Vdmito Dolorde  Conjuntivitis  Cianosis

al abdomen

estado

general
RR 1.07 1.10 0.92 1.03 0.73 0.81 0.84 0.99 0.74
OR 1.26 1.23 0.64 1.17 0.64 0.77 0.79 0.98 0.73
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Cuadro 6. Valores de Razon de Riesgo (RR) y razén de probabilidades (OR) para cada

sintoma en pacientes femeninos con infeccion por virus V1A.1 (los valores resaltados, >1

indican un riesgo a presentarse).

Sintoma  Fiebre  Tos
RR | 1.02 0.95 0.88
OR 0.42 0.71
Sintoma  Mialgia Artralgia
RR 0.94 0.86
OR | 0.83 0.70

Odinofagia

Ataque
al
estado
general

Disnea Irritabilidad
0.78 1.49
0.62 2.07
Rinorrea  Polipnea

0.83 0.90
0.49 0.86

Diarrea  Dolor Escalofrios
tordcico
0.48 0.73 0.84
0.46 0.55 0.57
Vémito Dolorde  Conjuntivitis
abdomen
0.67 0.75 0.69
0.64 0.68 0.59

Cefalea

0.91
0.54

Cianosis

2.26
2.35

Cuadro 7. Valores de Razon de riesgo (RR) y razén de probabilidades (OR) para cada

sintoma en pacientes masculinos con infeccién por virus V1A.1 (los valores resaltados, >1

indican un riesgo a presentarse).

estado
general

Sintoma  Fiebre  Tos
RR | 1.09 0.98 1.35
OR 0.76 2.21
Sintoma  Mialgia Artralgia
al
RR 1.21 1.35
OR 1.94 2.21

Odinofagia

Ataque

Disnea Irritabilidad
0.76 1.21
0.64 1.44
Rinorrea  Polipnea

1.22 0.57
4,51 0.47

Diarrea  Dolor Escalofrios
tordcico
0.86 0.88 0.96
0.83 0.83 0.90
Vémito Dolorde  Conjuntivitis
abdomen
0.86 0.95 1.29
0.82 0.93 1.5

Cefalea

1.11
1.73

Cianosis
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Para determinar si estas diferencias son estadisticamente significativas se realiz
la prueba de Xi? cuyos resultados se muestran en el Cuadro 8, donde al considerar
el total de casos sin distinguir del sexo se presentd significancia entre ambas
infecciones, la irritabilidad (Figura 27), se observa igual en el grupo de pacientes
femeninos, presentandose con mayor frecuencia en casos de infeccion por V1A.1
(Figura 28). En contraste, entre los pacientes masculinos tres sintomas aparecen
mas frecuentemente en aquellos infectados por el virus B/Vic con doble delecion,

estos son la odinofagia, artralgia y rinorrea (Figura 29).

Cuadro 8. Valores de Xi? para cada sintoma en el total de casos y por sexo, entre B/Vic y
B/Vic V1A.1 (los valores resaltados son significativamente diferentes, considerando un valor
de Xi critico al 90 % igual a 2.70).

Sintoma/ Fiebre  Tos  Odinofagia  Disnea Irritabilidad  Diarrea  Dolor Escalofrios  Cefalea
casos tordcico
Femeninos | 0.59  0.88 0.57 1.22 2.85 0.51 1.79 1.45 1.08
Masculinos | 2.80  0.09 3.12 1.05 0.74 0.10 0.15 0.058 1.00
Total | 2.43 0.76 0.46 2.43 3.38 0,24 1.84 1.17 0.001

Sintoma/  Mialgia Artralgia Ataque  Rinorrea  Polipnea  Vomito Dolor de  Conjuntivitis — Cianosis

casos al abdomen
estado
general
Femeninos 0.14 0.65 2.53 2.19 0.091 0.44 0.53 1.13 0.88
Masculinos 1.90 3.12 0.005 4.35 2.21 0.13 0.017 0.82 2.02
Total | 0.49 0.45 1.35 0.17 1.63 0.39 0.42 0.003 0.15
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Figura 27. Sintomatologia del total de casos
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Figura 28. Sintomatologia en el grupo de pacientes femeninos.
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Figura 29. Sintomatologia en el grupo de pacientes masculinos.
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7.7 Estacionalidad

Tomando en cuenta la fecha de inicio de sintomas de cada uno de los casos, estos

se distribuyeron en semanas epidemiolégicas para observar su circulacién a lo largo
de los tres afos.

En la Figura 30 se observa una marcada estacionalidad en la circulacion de
influenza B/Vic y del subclado V1A.1, para ambos los meses de mayor circulacion
fueron de octubre a mayo. El virus de influenza circula durante todo el afio, pero la
mayor parte se da en el otofio, invierno e inicios de la primavera, es por ello que
vemos tanto a B/Vic como al subclado V1A.1 en menor circulacion los meses de
junio a septiembre (Figura 29). Los resultados muestran que el subclado V1A.1
presenta la misma estacionalidad que los virus de influenza B/Vic aunque siguen

presentandose casos en los meses intertemporada.
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Figura 30. Estacionalidad de los virus B/Vic y V1A.1.
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7.8 Clasificacion del paciente

Existen dos definiciones operacionales establecidas para el diagndstico inicial de
los casos de influenza, Enfermedad tipo influenza (ETI): persona de cualquier edad
que presente o refiera haber tenido fiebre de 38 °C 0 mas y tos seca, con inicio en
los ultimos diez dias; e infeccion respiratoria aguda grave (IRAG): persona de
cualquier edad que presente o haya tenido fiebre igual o mayor a 38 °C, tos,
dificultad al respirar, que haya empezado en los ultimos diez dias y requiera
hospitalizacion. En cualquier caso, pueden estar acompafiados de uno o mas de los
siguientes signos o sintomas: cefalea que en menores de cinco afos se reemplaza
por irritabilidad, rinorrea, coriza, artralgias, mialgias, postracién, odinofagia, dolor
toracico, dolor abdominal, congestion nasal y diarrea. En la base de datos de la
plataforma del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Enfermedad Respiratoria
(SISVER), los pacientes ambulatorios son clasificados como ETI y los
hospitalizados, IRAG, que también se segregan en funcion del estado del paciente

LEEN 11

en “altas”, “no graves”, “graves” y “defuncién”.

Los resultados muestran que el 60.7 % de las muestras positivas a B/Vic son de
pacientes hospitalizados mientras que el 39.3 % corresponde a ambulatorios. En el
caso del subclado V1A.1 el 50.8 % corresponde a pacientes ambulatorios y el 49.2
% a hospitalizados. Los indices de correlacion RR y OR comparando B/Vic contra
V1A.1 arrojaron cifras superiores a uno, 1.23y 1.59 respectivamente lo que significa
gue es mas probable ser hospitalizado por infeccién de B/Vic que por V1A.1l. Es
importante mencionar que la vigilancia de influenza en México se realiza a través
de un sistema de vigilancia centinela, el cual se encarga de recopilar datos de
manera sistematica y rutinaria en un nimero limitado de puntos (475 Unidades de
Salud Monitoras de Enfermedades Respiratorias (USMER)). Cada una se encarga
de captar el 10 % de casos ambulatorios y el 100 % de los hospitalizados, muy
probablemente a esto se deba que se encuentren un mayor niumero de pacientes

hospitalizados (Figura 31).
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Figura 31. Distribucion de B/Vic y V1A.1 de acuerdo a la clasificacion del paciente
considerando el total de las muestras.

Aquellos pertenecientes al grupo de hospitalizados se dividieron a su vez en la
forma en que evolucioné el paciente. Los resultados muestran que la proporcion de
altas en pacientes con B/Vic es mayor en comparacion con los pacientes con V1A.1.
Las proporciones de casos graves y no graves es semejante mientras que en cuanto
a defunciones no se reporté ninguna por parte de los casos positivos a V1A.1
(Figura 32).
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Figura 32. Distribucion de B/Vic y V1A.1 de acuerdo a la subclasificacion en pacientes
hospitalizados.
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7.9 Vacunacioén

Se analizaron los datos de vacunacion de las muestras en estudio. La mayoria de
los pacientes cuyas muestras se analizaron no recibieron la vacuna de influenza
estacional, o no recordaban haberlo hecho, por tanto, se consideré como vacuna no
recibida. La Figura 33 muestra que en los tres afios revisados el nimero de casos
de infeccion por el virus B/Vic en pacientes vacunados es bajo; no existen
diferencias significativas entre las proporciones de pacientes vacunados y no
vacunados en cada uno de los afios. Las medidas de asociacion (Cuadro 9)
muestran que es mas probable enfermarse por el subclado V1A.1 que por B/Vic aun

habiendo contado con la vacuna estacional.

Cuadro 9. Medidas de asociacion RR y OR del total de los casos, para presentar una

infeccion por B/Vic o V1A.1 al contar con la vacuna contra influenza estacional.

Virus/ Inf B/Vic Inf B/Vic V1A.1
Medidas de asociacion

RR | 0.71 1.41

OR | 0.67 1.49
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Figura 33. Proporcion de casos con o sin antecedente de vacunacion.
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VIII. Discusion

8.1 Numero de muestras y distribucién geografica

Cada uno de los laboratorios de la red de vigilancia epidemioldgica esta a cargo
de realizar el diagnéstico de influenza por RT-PCR en tiempo real para identificar
influenza A(H1N1) pdm09, A(H3N2), influenza B, influenza B linaje Victoria y
Yamagata, y una vez realizado enviar las muestras positivas a influenza con un
valor de Ct menor o igual a 32 al InDRE de acuerdo a los lineamientos establecidos

para la vigilancia por laboratorio de virus respiratorios (INDRE, 2021).

Es debido a que los virus de la influenza tipo B circulan en menor proporcion que
los del tipo A que este estudio enfocado en el linaje Victoria cuenta con un namero

reducido de muestras.

De acuerdo a los datos recopilados del sistema de vigilancia, en 2017 el porcentaje
general de positividad a influenza en el pais fue de 26.2 % (influenza A 20.4 % e
influenza B 5.8 %, la positividad al linaje Yamagata fue del 1.5 %, del linaje Victoria
0.4 % y el 3.9 % corresponde a influenza B sin linaje), en 2018 el porcentaje de
positividad a influenza es del 22.9 % (influenza A 18.1 % e influenza B 4.8 %, la del
linaje Yamagata 1.6 %, 1.0 % al linaje Victoria, y el 2.2 % corresponde a influenza
B sin linaje), y durante 2019 el porcentaje de positividad para influenza fue del 23.3
% (influenza A 18.8 % e influenza B 4.5 %, al linaje Yamagata fue del 2.3 %, del
linaje Victoria fue 1.5 %, y el 0.7 % corresponde a influenza B sin linaje), estas
proporciones entre linajes de influenza B son semejantes a los encontrados en este
trabajo donde en 2017 la proporcion de los linajes detectados reveld que el 19 % de
las muestras pertenecian al linaje Victoria, para 2018 lo fue el 44 %y en 2019 el 35
%, concordando en que el linaje Yamagata predominé en dichas temporadas. En el
estudio de Balekar et al. (2019), encontraron que, en Latinoamérica, en 2013 la
proporcion entre linajes fue semejante revelando codominancia y en 2014 y 2015
predomind el linaje B/Yam, resultado que es semejante al encontrado en este
trabajo. Los porcentajes de positividad hallados en México son parecidos a los de
otros paises en el hemisferio norte como Bangkok en donde entre 2009 y 2012 el 3

% de las muestras correspondia al tipo B (Prachayangprecha et al., 2013). En 15
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naciones de la region Asia-Pacifico la proporcién de casos confirmados de influenza

B de acuerdo con la literatura varia del 0 a 92 % (Jennings et al., 2018).

En Latinoamérica entre 2010 y 2017 se reportaron 38,456 casos de influenza tipo
B contra 182,813 del tipo A, de los primeros el numero anual va de
aproximadamente 4,500 hasta 7,000, representando el 11-26 % del total de casos,

aunque en algunos paises alcanz6 el 43 % (Balekar et al., 2019).

En otras regiones del hemisferio norte como Europa no existen datos claros
respecto a la incidencia de ambos linajes, a la mayoria de las muestras positivas a

influenza B no se les ha determinado linaje (Tafalla et al., 2016).

Shu et al. (2020), tras analizar 77 muestras positivas a B/Vic determinaron que 27
de estas corresponden al subclado V1A.1 y otras 20 presentaban el gen de HA con

la triple delecion de aa.

Para 2018, en Sudéafrica todos los virus de las muestras analizadas de casos
positivos a influenza B/Vic corresponden al linaje V1A.1, fenomeno que en las
temporadas anteriores no habia sido observado, atribuido a mayor transmisibilidad
de este en comparacion a los virus V1A sin la doble delecién de aa en HA
(Hellferscee, 2021).

8.2 Grupos etarios

El mayor nUmero de casos de B/Vic se presenta en el grupo que va de los cero a
14 ainos de edad y entre los 20 y 34 afios, mientras que respecto al subclado V1A.1
el mayor numero va de los 0 a 14 afios, esto concuerda con los resultados obtenidos
por Yang et al. (2018), donde indican que los nifios entre 5 y 15 afios de edad son
los mas afectados por ambos linajes del virus de influenza tipo B, esto atribuible a
una mayor transmisibilidad entre los mas jovenes. También se observa en Bangkok
en 2009y 2012 en que la edad objetivo fue la escolar afectando en mayor proporcion

a la poblacién entre los 5 y 24 afios, la edad media de los casos analizados fue de
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19 afos (Prachayangprecha et al., 2013), similar a lo obtenido aqui, la media para
los casos de infeccion por B/Vic es de 23 afios mientras que en el subclado V1A.1
es de 20. Respecto a los casos por V1A.1, es semejante a un brote intenso en
Louisiana durante la temporada 2019-2020 en que se reportaron 1,268 casos
pediatricos de influenza B confirmados por laboratorio, los cuales eran causados
por virus pertenecientes a las nuevas variantes con deleciones en el gen de HA; la
mayoria de los pacientes tenian menos de 18 afios y la edad media era de 6 afios
(Owusu et al., 2020).

Como ya se menciond, entre los 20 y 34 afios hay un numero considerable de
casos B/Vic, concordante con Nucamendi (2014) que reporté que el grupo etario
mas afectado en la temporada 2012-2013 fue comprendido entre los 25 y 29 afios,
parecido a lo hallado en 2011, en Bangkok, cuando la mayor proporcion de casos
tuvo lugar entre la poblacion en edad laboral (25 a 49 afios) (Prachayangprecha et
al., 2013).

En otras regiones del hemisferio norte como lo es en algunos paises europeos la
mayoria de los estudios se enfocan y reportan la proporcion de circulaciéon de los
linajes del virus de influenza B en la poblacién pediatrica, pero datos de su
distribuciéon en toda la poblacién por grupos etarios son escasos (Tafalla et al.,
2016). En la regién Asia-Pacifico la distribucién de estos virus es mayor en nifios
entre uno y diez afios, se reporta ademas que estos casos son mas severos que los

causados por el virus tipo A en la misma poblacién (Jennings et al., 2018).

Una de las razones por la cuales se encontraron pocos casos en los mayores a 60
afios es que en esos tiempos la poblacién en los extremos de la vida, es decir
menores de un afio y mayores de 60 son el blanco en los programas de vacunacion
(Ruiz-Matus et al., 2017).

62



8.3 Evolucién de los casos

De acuerdo con los lineamientos para la vigilancia por laboratorio de virus
respiratorios (2021) las muestras consideradas para el diagnostico por laboratorio
pueden ser exudado faringeo, nasofaringeo y lavado bronquio alveolar, las cuales
deben tomarse dentro de los primeros cinco dias de iniciados los sintomas, de
preferencia en la primeras 72 h, esto en pacientes ambulatorios con el fin de
garantizar la mayor carga viral; en el caso de pacientes hospitalizados el intervalo
se extiende hasta siete dias.

Indicaciones similares son consideradas en otros trabajos por ejemplo el de
Gherasim et al. (2017), en cuyo estudio restringen el andlisis a pacientes
muestreados tres 0 menos dias después de iniciar el cuadro sintomatico. Al hacer
esto se comprende que la mayoria de los casos se encuentran en la fase aguda de
la infeccidn, dentro del limite establecido y por tanto ademas de contar con suficiente
carga viral otros datos como su evolucién y sintomatologia que es valorada por el

médico tratante cuentan con mayor confiabilidad.

8.4 Sintomatologia

Los sintomas cardinales que indican una enfermedad causada por el virus de la
influenza son tres: fiebre igual o mayor a 38 °C, tos y cefalea. Acompafiados por
uno o mas de los siguientes: rinorrea, escalofrios, mialgia, odinofagia, dolor toracico
y abdominal y ataque al estado general, esto hablando de pacientes adultos, al
tratarse de niflos menores de cinco afnos la irritabilidad reemplaza a la cefalea como
sintoma cardinal y en mayores de 65 no se considera la fiebre (Forleo-Neto et al.,
2003; lineamientos para la vigilancia por laboratorio de virus respiratorios, 2021),
con base en esto al considerar los resultados expresados en la Figura 27 hace
sentido el aumento significativo en la frecuencia de la irritabilidad en casos de
infeccion por V1A.1 siendo que la mayoria de los casos estudiados se encuentran

en edad pediatrica. Owusu et al. (2020), reportaron que el cuadro sintomatico de los
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pacientes pediatricos infectados por las variantes con deleciones en HA es comun,

tipico de la influenza B, el 95 % tuvo fiebre, 68 % tos y 61 % escurrimiento nasal.

La fiebre alta tipicamente alcanza su pico en las primeras 72 h, de manera similar
la tos empeora al tercer o cuarto dia, estos dos en adultos tienen un valor predictivo
positivo del 79%. En nifios es comudn la presencia de sintomas como vomito, dolor
abdominal y diarrea (Noda et al., 2010). Sin embargo, de acuerdo con Acosta et al.
(2009), no se identifican sintomas que permitan hacer mas probable el diagndstico
entre una y otra infeccion, ademas de que existen amplios rangos de frecuencia
para algunos sintomas. Cabe sefialar que las obtenidas en este trabajo son

semejantes a los intervalos que sefalan en casos de influenza estacional.

Las frecuencias de algunos sintomas se ven aumentadas en los casos de infeccion
por virus del subclado V1A.1, irritabilidad en pacientes femeninos y rinorrea,
odinofagia y artralgia en los masculinos, esta diferencia podria radicar en el
dimorfismo sexual del sistema inmune ya que el género es un factor importante que
regula esa respuesta al mismo antigeno con base a los niveles de esteroides
sexuales pues mientras en las mujeres hay elevaciones ciclicas de estrogenos y
progesterona y bajos niveles de andrégeno, en los hombres ocurre lo contrario (de
Ledn-Nava y Morales-Montor, 2006).

Esta diferencia se debe a que los dos cromosomas X les confieren una respuesta
inmune innata y adaptativa mas fuerte ante infecciones virales; el estrégeno y
progesterona producen una respuesta antiinflamatoria reduciendo el nimero y
actividad de los neutréfilos y células NK, aumenta el nimero de inmunoglobulinas y
exhiben una expresiéon 10 veces mayor de toll-like-receptors (TLR) (Accinelliy Leon-
Abarca, 2021; de Alarcon y Espinoza, 2016). Los androgenos (testosterona,
androsterona y androstenediona), en contraste, aplican un efecto antagonico a la
progesterona (inmunosupresor), disminuye la concentracién de células T que son la
respuesta a la invasién de bacterias, virus, parasitos y hongos, aumenta la
produccion de IL-1B e IL-12 e inhibe la de IL-1, IL-6 y TNF-a (de Ledn-Nava y
Morales-Montor, 2006; de Alarcon y Espinoza, 2016).
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De acuerdo con Godinez-Aguilar (2009), este dimorfismo sexual inmunitario
explica por qué los individuos femeninos son menos susceptibles a la mayoria de
las infecciones estudiadas y por tanto la razén de que la mortalidad por
enfermedades infecciosas y parasitarias sea mayor en hombres, hasta tres veces
mas en edades de los 40 a 50 afos.

8.5 Estacionalidad

A pesar del reducido numero de muestras se observa el comportamiento normal
de los casos a lo largo de la temporada de influenza, encontramos un pico que va
de octubre de 2017 y culmina en mayo de 2018 que concuerda con lo reportado por
los lineamientos para la vigilancia por laboratorio de virus respiratorios (2021) que
precisamente sefialan estos meses como el inicio y final de la temporada de
influenza. De acuerdo con Xu et al., (2020), en la literatura se encuentra el consenso
de que esta temporalidad es mas clara en paises del hemisferio norte con clima
templado, México es uno de ellos. El pico maximo de la temporada se ubica en
enero y febrero correspondiente a la circulacién en el hemisferio norte (Durand et
al., 2015; Codrdova-Villalobos et al., 2017). Incluso los casos de infeccion por los

virus del subclado V1A.1 parecen adecuarse a este modelo.

Los linajes de los virus de influenza B muestran un comportamiento bianual en su
predominancia (Laurie et al., 2018), ello explicaria la ausencia de un aumento de
casos de influenza B/Vic en la temporada 2018-2019. Sin embargo, entre julio de
2018 y enero de 2019 se detectaron casos de infeccion por el subclado V1A.1, lo
cual no es raro pues en verano se dan brotes que no suelen durar demasiado (Mont,
2009), como ocurrid en Louisiana en la temporada 2019-2020 en que se dio un

severo aumento de casos pediatricos entre mayo y octubre (Owusu et al. 2020).

En México la mayoria de los casos reportados tuvieron lugar en la region peninsula
al suroeste del pais, cuya temporalidad difiere del resto del pais debido a su

ubicacion geografica mas proxima a los tropicos y al ecuador en donde los patrones

65



de circulacion para la influenza en general no son claros (Xu et al., 2020), ademas
coincidiria parcialmente con el patron de circulacién del hemisferio sur en donde la
temporada invernal tiene lugar entre julio y agosto (Cérdova-Villalobos et al., 2017).
La presencia de estos casos en mayor proporcién que los de B/Vic podria deberse
por tanto a las condiciones ambientales.

8.6 Tipo de paciente

La mayoria de pacientes con infeccion por B/Vic requirieron de hospitalizacion,
mientras que en los afectados por virus del subclado V1A.1 la proporcién es similar
entre hospitalizados y ambulatorios, parecido al comparar los casos de
hospitalizacion entre linajes B/Vic y B/Yam donde de acuerdo con Jennings et al.
(2018), con base en recientes estudios sugieren que la tasa de hospitalizacion en

nifios es mayor en casos de B/Vic que de B/Yam.

Considerando las medidas de asociacion entre presentar una y otra infeccion y el
ser un caso hospitalizado puede decirse que es mas probable que un caso se
complique al grado de ser internado si la infeccion es causada por el virus de

influenza B/Vic.

Con respecto a las edades, cerca de la mitad de los casos que padecieron
infeccion por influenza B/Vic que fueron dados de alta por mejoria se encontraban
entre los primeros 15 afios de vida mientras que en los infectados por el subclado
V1A.1 este intervalo represento tres cuartas partes de estos casos, la media de
edad para el primero fue de 24 mientras que en el segundo, 16, sin embargo tanto
por test de U de Mann-Whitney como por analisis t-student no se encontré diferencia
significativa al considerar un intervalo de confianza del 90 %. En otros paises B/Vic
parece afectar mas a la mediana edad (Palekar et al., 2019).
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Coincidiendo con Tafalla et al., (2016), no se encontrd suficiente informacién
asociada a la dinamica del virus de influenza B y el estado de los pacientes que

padecen la enfermedad.

8.7 Vacunacion

El hecho de que la proporcion de casos vacunados sea menor en comparacion
con los no vacunados en ambas infecciones puede significar que las vacunas
estacionales de las temporadas 2016-2017, 2017-2018 y 2018-2019 que contenian
virus B/Brisbane/60/2008 en las primeras dos y B/Colorado/06/2017 en la ultima,
ambos pertenecientes al linaje Victoria (Grohskopf et al., 2016; CDC, 2017;
Grohskopf et al., 2018), son efectivas contra ambas infecciones ya que los virus
contenidos en la vacuna de acuerdo con reportes del CDC (2017, 2018, 2019)
presentaban la doble delecion de aa en las posiciones 162-163 del gen de HA y aun
cuando pudieran presentarse discordancias con la vacuna de las temporadas podria
estar relacionada en realidad a una inmadurez o inmunosenescencia y es que nifios
y ancianos no responden de una forma apropiada a la vacuna contra influenza, o no
como ocurre entre los individuos pertenecientes a la mediana edad, de hecho, entre
las edades de 6 meses a nueve afos es recomendable que reciban una doble dosis,

al menos la primera vez.

La proporcion de casos no vacunados contra los vacunados considerados en este
trabajo es similar a lo encontrado por Ruiz-Matus et al. (2017), donde el 77 % del
total de casos analizados no presentaban antecedentes de vacunacion contra

influenza.

El hecho de la falta de antecedente de vacunacion es alarmante en la defensa
contra la enfermedad y puede deberse a diferentes causas que van desde el
desabasto hasta los grupos antivacunas (Cérdova-Villalobos et al., 2017). Sin

embargo, un mayor conocimiento en la poblacion podria disminuir el temor a la
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enfermedad lo que si bien refuerza las medidas de prevencion puede orillar a la

gente a no sentir la necesidad de contar con la vacuna estacional (Xuy Peng, 2015).

IX. Conclusion

e Desde 2017 el INDRE ha recibido muestras positivas al subclado V1A.1. De
las 237 muestras analizadas positivas a influenza B linaje Victoria, 56 fueron
positivas a presentar el gen de HA con doble delecion.

e La informacién obtenida de los casos clinicos es apropiada pues se
reportaron dentro de los primeros cinco dias de iniciados los sintomas.

e Lamayoria de casos por V1A.1 se encuentran entre los 0 y 14 afios de edad.

e El cuadro sintomatico, en los pacientes masculinos, causado por los virus del
subclado V1A.1 es mas severo que el causado por virus B/Vic.

e El comportamiento de los casos de influenza por virus B/Vic V1A.1 a lo largo
de las temporadas es semejante al de los virus B/Vic. Continuaron dandose
casos entre las temporadas 2017-2018 y 2018-2019.

e Los casos causados por virus B/Vic sin doble delecion estan mas propensos
a complicarse y requerir hospitalizacion.

e Tres muestras fueron sospechosas de pertenecer a los subclados V1A.2 y
V1A.3.
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