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RESUMEN

Antecedentes: Entre finales de marzo y principios de abril de 2009 se observé un
aumento en el numero de infecciones respiratorias agudas en la ciudad de México,
asi como un mayor numero de casos reportados de enfermedad similar a influenza
en algunos sitios del pais. El agente identificado en los casos fue un nuevo virus
de influenza A HIN1 O-P (denominado asi por el origen porcino), causante de la
actual pandemia.

Objetivo: Determinar las caracteristicas clinicas, epidemiol6gicas y moleculares
de los pacientes con enfermedad por influenza A HLIN1 O-P que acudieron para su
atencion a dos hospitales del sur de la Ciudad de México.

Material y Métodos: En un periodo comprendido entre abril y mayo de 2009 se
identificaron los pacientes con diagnéstico de influenza A HIN1 O-P. Se
analizaron sus datos demograficos, sintomatologia, condiciones de comorbilidad,
estudios paraclinicos y moleculares efectuados. Se realizaron andlisis univariado y
multivariado comparando las variables clinicas y de laboratorio para determinar
diferencias y factores de riesgo para mortalidad. Se considero significativa una p <
0.05.

Resultados:

De 2080 consultas por infeccién de vias respiratorias en el periodo inicial de la
pandemia, en ambos hospitales se encontraron 208 casos causados por el virus
de influenza A HIN1 O-P en adultos. La mediana de edad fue de 34 afios. El 46.6
% tenia una comorbilidad preexistente. La mediana de duracién de los sintomas
antes de su atencion fue de 2 dias. Los sintomas mas frecuentes fueron fiebre
(78.8%), tos (72.6%) mialgias (70.2%), rinorrea (70.2%) y disnea (35.1%). La
relacion de PaO./FiO, en pacientes hospitalizados fue 212 al ingreso. Sesenta y
dos (29.8%) pacientes requirieron hospitalizacion, de ellos, 16 (7.6%) requirieron
ventilacion mecanica invasiva. Diez pacientes murieron; el resto de los pacientes
se recupero. La presencia de una condicion médica cronica, duracion media de los
sintomas de >3 dias, disnea, una baja presion arterial media y PaO,/FiO, <200
fueron asociadas con hospitalizacion. La presencia de valores anormales en la
creatinina, pruebas de funcion hepética, CPK, LDH y relacion PaO,/FiO, <200 se
asociaron con mortalidad. No hubo diferencia molecular entre los virus. Se
determiné la excrecion viral en 9 pacientes, observando que fue mayor en los
hospitalizados y en aquellos que acudieron tardiamente a valoracion.

Conclusiones: El espectro de la infeccion por el virus de influenza A HIN1 O-P
puede variar desde una infeccion leve hasta la muerte. El riesgo de morir se
incrementa al presentarse condiciones comoérbidas. ElI  prondstico fue mas
favorable en los pacientes que recibieron tratamiento mas tempranamente.
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INTRODUCCION

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda, altamente contagiosa, y
responsable de epidemias locales, regionales y mundiales’. No hay otra
enfermedad febril aguda con sintomas respiratorios que pueda propagarse tan
rapidamente a un gran numero de personas como la influenza. De acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en las epidemias anuales se ve afectada
entre el 5y el 15% de la poblacién a nivel mundial, y de tres a cinco millones de

Casos son severos.

La incidencia del virus de influenza es relativamente alta entre nifios y
adultos jovenes. Sin embargo, la mayor morbilidad-mortalidad se presenta entre
personas mayores de 65 afios y en quienes tienen condiciones médicas

preexistentes?.

El virus de influenza humana generalmente ocurre anualmente de forma
estacional; sin embargo, también puede manifestarse de forma epidémica o

pandémica, como ha ocurrido en ocasiones, originando millones de muertes.

Debido a esta amenaza continua para la salud publica, la vigilancia es la
Unica herramienta adecuada para detectar nuevas cepas y adoptar estrategias

para evitar consecuencias dramaticas de la difusion de tales cepas °.
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ANTECEDENTES

1 Generalidades

1.1 Historia de la infeccion por influenza

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda altamente contagiosa, la
cual parece que ha afectado a los humanos desde los tiempos antiguos. Una de
estas epidemias fue reportada por Hipécrates en el afio 412 a.C. Numerosos

episodios similares también fueron descritos en la Edad Media.

El término influenza fue introducido en ltalia al inicio del siglo XV para
describir una epidemia que fue atribuida a la influencia de las estrellas. El término
fue adoptado por los ingleses en el siglo XVII; durante el mismo periodo, los

franceses denominaron a la enfermedad la grippe.

La primera pandemia reportada ocurrié en 1580 y se cree que se origin6 en
Asia; de ahi se disperso a Africa y Europa. Durante los siguientes tres siglos, a
pesar de que el seguimiento fue irregular y no muy preciso, hubo varias

pandemias.
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En los pasados 100 afios ha habido cinco grandes pandemias: en 1890,
1900, 1918, 1957 y 1968. En término de numero de victimas humanas, la gran
pandemia de 1918-19, denominada “Influenza espafola’, no tuvo precedentes.
Las estimaciones van de un minimo de 20 millones de muertes en todo el mundo,
pero existen estimaciones de mas del doble de este niumero. En los Estados
Unidos de América (E.U.A) fueron reportadas mas de 500,000 muertes. En otras

regiones del mundo, las estimaciones fueron iguales o incluso mayores.

A la devastadora influenza espafiola siguieron la llamada Influenza Asiatica
de 1957 y posteriormente la Influenza de Hong Kong en 1968, ocasionadas cada
una por diferentes cepas virales®. En ambas pandemias se observé una tendencia
a la afeccion de las personas en los extremos de la vida, asi como a aquellas que

5

padecian una enfermedad crénica °; las complicaciones observadas fueron

asociadas a la neumonia viral per se, gracias al avance de los antibiéticos®.

En mayo de 1997 se encontrd en circulacion en la poblacién aviar de Hong
Kong un nuevo subtipo, la denominada influenza aviar. Esta variedad se asocio
con una elevada mortalidad en aves, y se comenzaron a reportar casos
esporadicos en humanos. En los afios posteriores, el virus se extendio por varias
regiones del sureste de Asia, Africa y Europa en la poblacién aviar silvestre. A
partir de 2004, se increment6 el nimero de casos en humanos, caracterizandose
por una presentacion clinica grave y una elevada mortalidad, pero sin que se haya

encontrado al momento trasmision sostenida persona-persona °.
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1.2 Epidemiologia de la infeccion por influenza

La infeccion por el virus de influenza es una de las mas frecuentes y
significativas que afectan a las vias respiratorias, ya que ocasiona una alta morbi-
mortalidad. Los grupos de poblacion mas afectados son los nifios, adultos

mayores y personas con enfermedades concomitantes ’.

1.2.1 Estacionalidad de la infeccién por el virus de influenza

El hecho de que la influenza se comporte de forma estacional, con mayor
actividad durante el invierno, ha facilitado los estudios para establecer su impacto
en la salud publica. En los E.U.A., la influenza estacional causa aproximadamente
200,000 hospitalizaciones y 36,000 muertes anualmente’. Generalmente, se
establece en la comunidad durante 12 semanas 0 mas. En paises del hemisferio
norte también se reportan brotes fuera de esta temporalidad®. En otras areas del
mundo, sobre todo en aquellas que no cuentan con una estacién de invierno, los
patrones de transmision son diferentes, y es interesante observar la transmision
durante la temporada de las lluvias® . El caso extremo de estas zonas se
encuentra en el ecuador, donde el virus se puede identificar en cualquier momento
del afio. A pesar de esto, se pueden llegar a observar picos en la transmision en

estas regiones ****,
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1.3 Pandemias

La palabra pandemia se origina del griego 1Tav (pan = todo) + ®Auog
(demos = pueblo) y se refiere a aquella enfermedad que se extiende a muchos

paises o que afecta a la mayor parte de los individuos de una localidad o regién®?.

Ademas de los brotes estacionales anuales, la influenza ha ocasionado
pandemias con intervalos que van de 8 a 40 afios. En estos eventos, hasta 50%
de la poblacidon se puede infectar en un mismo periodo, y el nUmero de muertes

puede incrementarse dramaticamente 34

, como lo fue la devastadora pandemia
de 1918. Es por este comportamiento caracteristico que se esperaba una

pandemia a finales del siglo XX o principios del XXI.

1.3.1 Caracteristicas de las pandemias

Se ha observado a lo largo de la historia que las pandemias de influenza
ocurren cumpliendo con ciertas caracteristicas: 1) Tienden a ocurrir en el invierno,
cuando el frio, el hacinamiento y la humedad se encuentran elevadas; sin
embargo, puede haber excepciones. 2) Se observan en la parte sur y oriente de
los continentes y se propagan hacia el norte y occidente. 3) Las pandemias
ocurren cuando se presenta una nueva variante viral, con cambios antigénicos en
comparacién con cepas previas, para la que no hay memoria inmunolégica en la

poblacién®.
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1.4 Situacién epidemioldgica de la Influenza en México

México ha sido afectado en las pandemias que anteriormente se han

mencionado; sin embargo, la informacion precisa sobre la morbi-mortalidad

durante las mismas no es bien conocida.

A pesar de lo anterior, el pais tiene una larga historia de colaboracion con

los sistemas internacionales de vigilancia. Se tiene registro de varias décadas

sobre las cepas virales que han circulado en nuestro pais. (Tablal)

Tabla |. Cepas virales identificadas en México

Ao Aislamientos virales

1957 A/ASIAN/57 (H2N2)

1974-1975 A/PORT CHALMERS/1/72, AAIMEXICO/1/75 (H3N2), A/VICTORIA/3/75

1975-1976 A/MEXICO/4-6/76 (H3N2), AABANGKOK/1/79 (H3N2)

1979-1980 A/BANGKOK/1/79 (H3N2)

1980-1981 A/AICHI/2/68 (H3N2)

1983-1984 B/FILIPINAS/1/56

1984-1985 A/CHILE/1/83 (HIN1), A/ILENINGRADO/360/86 (H3N2)

1987-1988 A/WASHINGTON/15/91 (H3N2)

1990-1991 A/BEIJING/353/89-LIKE (H3N2)

1991-1992 B/PANAMA/45/90, AITAIWAN/1/86 (HIN1)

1992-1993 A/WASHINGTON/15/91 (H3N2), A/BEIJING/32/92-LIKE (H3N2)

1993-1994 B/PANAMA/45/90

1997-1998 B/BEIJING/184/93, BITGUANGDONG/05/94, B/IHARBIN/07/94

1999-2000 A/NEW CALEDONIA/20/99 (H1N1), A/SIDNEY/05/97(H3N2),
B/YAMANASHI/166/98, B/BEIJING/184/932000

2000-2001 A/NEW CALEDONIA/20/99 (H1N1), A/PANAMA/2007/99 (H3N2),
B/YAMANASHI/166/982001

2001-2002 A/NEW CALEDONIA/20/99 (H1N1), A/PANAMA/2007/99 (H3N2),
B/SICHUAN/379/99, B/JHONG KONG/330/2001

2002-2004 A/NEW CALEDONIA/20/99 (HIN1), AAIPANAMA/2007/99 (H3N2),
A/KOREA/770/2002-LIKE (H3N2) B/BRISBANE/32/2002

2004-2005 A/NEW CALEDONIA/20/99 (H1N1), A/ICALIFORNIA/07/2004 (H3N2),

B/FLORIDA/07/2004, B/OHOI/01/2005

Fuente: SISVEFLU 2007
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1.4.1 Morbilidad en México

De los ultimos afios se tiene informacion sobre los casos de neumonia, que
es la principal complicacion de la infeccion por influenza. Se ha observado un
descenso entre los afos 2000 y 2005; sin embargo, hay que tomar en
consideracion para la interpretacion de estos datos que es muy posible que exista
un subregistro, ya que a pesar de los centros centinela, es conocido que no existia
en el pais una infraestructura adecuada para el diagndstico de laboratorio de esta

infeccion (Tabla II)

Tabla Il. Morbilidad por influenza por afio y entidad federativa en México

201 2002
D.F. 34  hilbY 53 |Nay. 1.02
Nay. 24 |Camp. 1.5
E camp. 18 o3 . . .
Camp. 0.86 |Hopo. 14 |Hgo. 0.30 jpN3H . 1.7 [Yue. 016 |Cro. 0.68
Son. 0.08 | Mex. 0.69 |Nay. 0.30 | Dgo. 045 |SLP. 1.0 |Hgo. 0.08 |B.C. 0.57
S.L.P. 008 |BC. 0.62 | Mex. 0.03 [N.L. 0.14 |N.L. 0.63 |Oax. 0.08_|Son. 0.32
Go. 0.06 [Yuc. 0.53 |Pue. 0.03 [Yuc. 0.05 {Hgo. 0.59 [N.L. 0.04 |Tax. 0.27
Jal. 0.06 |Mch. 0.41 | Tams. 003 |SLP.  0.04 |Chih. 0.33 |Mex. 0.02 |N.L 0.21
Mex. 0.04 [Dgpo. 0.39 Chih. 0.03 |Zac. 0.21 Nay. 0.20
N.L. 0.23 Mex. 0.02 |Nay. 0.20 Chih 0.14
Zac. 0.21 Mich. 0.02 | Mex. 0.16 Jal. 0.13
Qax. 0.16 Sin. 0.07 Go. 0.11
Sin. 0.15 Gto. 0.06 Mex. 0.02
Tams. 013 Tams 0.03 Pue. 0.01
Coah. 012 \er. 0.01
Jal. 0.10
Chih. 0.09
Ver. 0.09
Tab. 0.05
Clo. 0.02
Pue. 0.01
016 0.56 015 0.09 0.39 0.05 0.27
*Tasa por 100 000 hakitantes

Fuente: Anuarios estadisticos de la DGE/Boletin Epidemiclogia, Vol. 22, semana 52, 2005
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Durante el periodo 1999-2005 las tasas nacionales de infeccion por
influenza mostraron variaciones entre 0.06 a 0.56 por 100 000 habitantes. La tasa
mas alta se observo en el afio 2000. Los grupos de edad mas afectados fueron

nifios <1 afio y de 1-4 afios de edad (Tabla IlI)

Tabla lll. Incidencia de influenza por grupo de edad y afio en México

<1 14 o-14 15-24 2544 45-64 Boy + total J
2005 0,52 0,58 0,46 0,20 0,17 0,15 0,1 0,27
2004 0,10 0,15 0,10 0,03 0,04 0,03 0,02 0,06
2003 1,81 1,31 0,61 0,23 0,17 0,13 0,06 0,39
2002 0,45 0,30 0,22 0,03 0,03 0,02 0,02 0,10
2001 0,53 0,27 0,23 0,08 0,11 012 0,04 0,15
2000 1,76 1,22 0,72 0,32 0,47 0,35 0,21 0,56
1999 0,37 0,23 0,09 0,13 0,12 0,29 0,35 0,16

+ Tasa por 100,000 habitantes
Fuente: Anuarios Estadisticos de la DGE

1.4.2 Mortalidad en México

En cuanto a la mortalidad por influenza estacional, en el periodo 1999-2003
se observo un descenso de 17.7 a 12.8 muertes por 100,000 habitantes. Por
grupo de edad, el comportamiento fue homogéneo, aunque los mas afectados
fueron las personas de > 65 afos y nifios <1 afio. Las tasas en adultos mayores
variaron entre 149.6 y 205.8 defunciones por 100, 000 habitantes, en los nifios
entre 100.1 y 171.3 decesos por 100, 000 habitantes. = La mortalidad sigue
también el patrén estacional de la influenza, con un mayor nimero de muertes en

los meses de invierno. (Figura A)
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Figura A. Defunciones por enfermedades agudas de vias respiratorias superiores e influenza por
mes y afio de ocurrencia en México
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1.5 Descripcion del virus de influenza

1.5.1 Taxonomia

Los virus de influenza son virus que contienen ARN y pertenecen a la
familia Orthomyxoviridae y estan clasificados en tres distintos tipos: Influenza A,
Influenza B e Influenza C, de acuerdo a grandes diferencias antigénicas °.
Ademas, hay diferencias en cuanto a la organizacion génica, estructura,

hospedero, epidemiologia y caracteristicas clinicas entre los tres tipos de virus *'.

1.5.2 Nomenclatura

El nombre de cada una de las cepas de influenza se asigna segun el virus,
el lugar donde se aislo por primera vez, numero de aislamiento, afio de

aislamiento y el tipo mayoritario de las proteinas de Hemaglutinina (HA) vy

Neuraminidasa (NA)'’. Ejemplo:

Tipo Ciudad de Ndmero del Afio del Tipo mayoritario
primer aislamiento aislamiento de HAy NA
aislamiento
A Singapur 6 86 (H1N1)

1.5.3 Caracteristicas Morfoldgicas
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Los virus de influenza pueden tomar varias formas, que varian de particulas
esféricas a formas filamentosas, midiendo entre 80 y 120 nm de diametro y 200-
300 nm de longitud.*® Es un virus envuelto, con una membrana lipidica originada
en la célula hospedera, a través de la cual se observa una de las caracteristicas
mas distintivas de este virus, que son las estructuras que se proyectan desde su

superficie hacia el exterior, conformadas por la HA y la NA™. (Figura B)

Figura B. Estructura morfolégica del virus de Influenza

Neuraminidasa

Hemaglutinina

Acido ribonucleico

C>: & '.':'.E,'- Nucleoprgteina

1.5.4 Genoma viral
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La organizacion del genoma del virus es bastante peculiar. Los virus Ay B
codifican por lo menos 10 polipéptidos en ocho segmentos gendomicos de ARN de
cadena sencilla de sentido negativo. Cada segmento esta conformado por el ARN,
tres polimerasas (PB2, PB1 y PA en donde, A=acida y B=béasica dependiendo de
algunos aminoacidos), y una proteina de la nucleocapside (NP). Este conjunto
forma el complejo ribonucleproteina (RNP), que es la unidad funcional de
replicacion minima, y tiene la funcién de transcribir el ARN mensajero y sintetizar
el ARN complementario (un ARN de sentido positivo, antigendmico), y transcribir a

su vez éste en ARN viral.

1.5.5 Estructura molecular

Desde el punto de vista molecular el virus cuenta con 7 proteinas

estructurales y 2 proteinas no estructurales.

1.- Hemaglutinina (HA): Se encuentra en la envoltura viral y corresponde a
glicoproteinas, de las cuales se han descrito hasta la fecha 16 tipos. Cada una de
éstas mide aproximadamente 14 nm de largo y 4 nm de ancho y tiene una forma

de baston.

Corresponde a un trimero de polipéptidos de HA, con un peso molecular de

aproximadamente 224,640 daltones. Esta proteina se encarga del reconocimiento

18
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y unidon a receptores con residuos de acido sialico especificos de las células

blanco.

2.- Neuraminidasa (NA): Se han descrito hasta el momento 9 diferentes
tipos. Esta proteina es un tetrdamero con forma de hongo y un peso molecular
aproximado de 240,000 daltones. Es una enzima que lleva a cabo la escision del
acido sialico de las glicoproteinas de la célula hospedera, permitiendo la liberacion
de viriones y evitando la agregacion entre ellos. Recientemente, se ha descrito
que puede tener un papel importante en la disrupcion de la capa de moco del
epitelio respiratorio, favoreciendo la interaccion entre el virus y las células del

hospedero.

3.- Proteinas M: Funcionan como canales i6nicos. Se encuentran tanto en
la envoltura viral (M2), como en el interior de los viriones (M1), dando estabilidad

a éste y controlando el transporte del contenido genémico.

4.- Polimerasa de proteina basica (PB) y proteina acida (PA): Existen 2
tipos de la primera y un tipo de la segunda. Estas proteinas se encuentran
asociadas al ARN genomico, formando las nucleocapsides. Estas proteinas
internas son un blanco importante para los linfocitos T citotoxicos virus-

especificos.
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5.- Proteinas no estructurales (NS): Existen 2 tipos. Se encuentran en el
interior del virus y su funcién es el transporte de ribonucleoproteinas hacia el

citoplasma.

1.5.6 Receptores del virus de influenza

En 1941 George Hirst reportd que el virus de influenza cultivado en los
embriones de pollo era capaz de aglutinar eritrocitos®°. Posteriormente, Gottschalk
observé que dicha unién era dependiente de acidos sidlicos %°. Estas moléculas
pertenecen a una familia de monosacaridos de nueve carbonos, los cuales estan

asociados a los aztcares de glicoproteinas o glicolipidos #*.

Los tipos mas comunes de acidos sialicos en los mamiferos son el acido N-
acetilneuraminico (Neu5Ac) y N-glicoliineuraminico (Neu5Gc), que son los
receptores del virus de influenza #*. El Neu5Gc esta presente en varias especies
animales; sin embargo, no puede ser sintetizado por los seres humanos, quienes
lo adquieren de la dieta. Estos acidos sialicos se adhieren a la porcion terminal
de los azucares de glicoproteinas y glicolipidos por medio de las enzimas

denominadas sialiltransferasas 2.
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Un carbohidrato con capacidad de unir acidos sialicos es la galactosa,
formando N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina. El acido sialico que se
une a la galactosa puede estar tanto en el carbono 3 como en el 6 de dicho
azlcar, formando asi la unién glucosidica a-2,3 6 o-2,6. 2. Caracteristicamente,
los virus de influenza humana y porcina aglutinan los eritrocitos cuyo acido sialico
terminal es a-2,6, y los virus aviares aglutinan a los eritrocitos con la terminacion
a-2,3%, En cuanto al tipo de componente con el cual los receptores tienen
contacto en el tejido animal, varia de especie a especie. Asi, el cerdo tiene
receptores tanto a-2,3 como a-2,6, por lo que esta especie animal juega un papel
muy importante en la fisiopatogenia de las pandemias. En la Tabla IV se

muestran los diferentes receptores que tienen algunas especies.

Tabla IV. Receptores de acido siallico presentes en varias especies.

Huésped 02-6 o 2-3
Humano + -
Cerdo + +
Pato - +
Caballo - +

1.5.7 Replicacion viral
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La infeccion por el virus de influenza involucra la union de la HA con los
receptores de acido sialico que se encuentran en la superficie celular. Una vez
unido a éstos, se internaliza al citoplasma por medio de vesiculas recubiertas por
clatrina **?°. El pH acido de los endosomas activa el proceso por medio del cual
se promueve un cambio estructural de la HA, favoreciendo la unidon con la

membrana endosémica.

A su vez, el canal de H* de la proteina estructural M2 induce la disociacion
de la proteina M1 de las RNPv, lo cual es esencial para la migracion de las RNP
hacia el nudcleo. Asi el contenido viral se libera en el citoplasma, para
posteriormente dirigirse hacia el nucleo e iniciar la expresion y replicacion del
genoma viral %,

Una vez que el virus replica su material genético, se lleva a cabo el proceso
de lectura y transcripcion, para la posterior sintesis de proteinas. Estas sufriran
modificaciones postranscripcionales en el aparato de Golgi, en donde se
agregaran carbohidratos y lipidos. Posteriormente, las proteinas migran a la
membrana celular, en donde se formara una nueva particula viral, proceso en el
cual participa la proteina M1. Una vez que dicha particula adquiere el contenido
necesario, finalmente se libera. En este proceso, la NA previene la adhesion de
las particulas virales a los residuos de acido sialico de la célula hospedera

mientras son liberadas .
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1.5.8 Variacion antigénica

Una de las caracteristicas mas importantes del virus de influenza es la
frecuencia con la que ocurren cambios en su antigenicidad. Dicha variacion

explica el particular comportamiento epidemiolégico de la infeccion viral.

Esta variacion involucra principalmente a dos de las proteinas externas del

virus, la HA 'y la NA. Se han descrito 2 tipos de variaciones.

a) Variacion antigénica (antigenic drift): se refiere a los cambios
antigénicos relativamente menores que ocurren frecuentemente (cada
aflo 0 cada pocos afos). Se acepta que Su mecanismo es una
acumulacion gradual de cambios de aminoacidos en uno o0 mas de los
cinco principales sitios antigénicos de la HA ?’. Asi pues, los anticuerpos
generados por exposicion a cepas anteriores no neutralizan las
variantes antigénicas nuevas; se lleva a cabo una seleccion
inmunoldgica y la variante antigénica sustituye a las cepas anteriores

como el virus predominante.
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b) Variacion genética (antigenic shift): se refiere a las modificaciones
antigénicas mayores, las cuales ocurren aproximadamente cada 10 a 30
afos. El producto de esta variacion son virus nuevos, a los que la
poblacion no tiene ninguna inmunidad; puede haber muy poca o nula

relacion serolégica entre los antigenos HA o NA.

El alto grado de diferencia genética entre subtipos de influenza A, de 30 %
0 mas, es el origen de las nuevas cepas causantes de pandemias. La explicacion
mas plausible para su origen tiene en cuenta tres caracteristicas: que el virus tiene
un genoma segmentado, que se producen pandemias sélo con el virus de

influenza A y que este virus tiene una gran cantidad de reservorios animales.

El patron de cambio de la HA y la NA durante las pandemias mas recientes
se conoce tanto por el aislamiento del virus, como por estudios serolégicos de

individuos que vivieron durante los periodos de pandemias previas.

Las pandemias que han dejado huella en la humanidad fueron originadas

por los siguientes subtipos de virus:

1918-1919 1957 1969 1997, 2004

HIN1 H2N2 H3N2 H5N1
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1.6 La nueva cepa viral en circulacion

Estudios serolégicos han logrado documentar infeccion por influenza

. 28 . . . . . .
porcina desde 1958, y el primer aislamiento de virus de influenza porcina
causante de infeccion en humanos fue en 1974, en un paciente con enfermedad

de Hodgkin quien vivia en una granja para puercos .

Estudios de seroprevalencia han mostrado la presencia de anticuerpos
contra influenza porcina en el personal que labora en criaderos para cerdos *°. Asi
pues, la transmision de influenza porcina hacia los humanos se ha presentado de

forma esporadica y se ha relacionado a exposicién ambiental y ocupacional *..

El virus de influenza porcina A HIN1 se documentd por primera vez en
1930 en E.U.A; sin embargo, no se habia aislado en el continente europeo hasta
1976 en que un embarque de cerdos arrib6 a Italia, esparciéndose rapidamente el

virus a la poblacién porcina 2.

Pocos afios después un nuevo virus A HIN1 de origen aviar se esparcio por
la poblacién porcina, proveniente de patos salvajes®®. Para 1979, esta cepa

34-35

reemplazé a la clasica A HLN1 norteamericana En 1998 un virus de influenza

rearreglado se aisl6 en la poblacién porcina en E.U.A.
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Los analisis genéticos demostraron la composicion de material gendémico
complejo, compuesto por 5 segmentos de la cepa clasica norteamericana, pero los
segmentos de los genes de la polimerasa derivaban tanto de las aves (PA 'y PB2),

37-38

como del humano (PB1) En el Anexo 1 se muestra una grafica con la historia

del triple rearreglo genético.

Se aconseja sospechar de la presencia de una variante viral cuando se
presenta un caso de influenza no esperado en una comunidad y que pudiera estar
asociado al contacto con animales. Cuando esto ocurra 0 se sospeche, se debe

realizar un comunicado a las autoridades sanitarias®.

Desde finales de los afios noventa se encuentran en circulacién varias
cepas del virus de influenza A (H1N1, H3N2 y H1NZ2). Esporadicamente, en
poblacién porcina se reportd un subtipo particular de H1, con un rearreglo que
incluye en su genoma segmentos de influenza aviar, humana y porcina, conocido

como triple rearreglo 3% 339,

El analisis genético de las cepas mencionadas, demostré que la infeccion era
causada por un nuevo rearreglo de seis segmentos del ya conocido virus de
influenza porcina (con tres rearreglos), y dos segmentos del virus de influenza

porcina A HIN1 de linaje euroasiatico *°*.
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La primera infeccion humana con este nuevo virus que fue informada al
Centro de Control de Enfermedades de Atlanta E.U.A. (CDC) se produjo en
diciembre de 2005*. Entre diciembre de 2005 y febrero de 2009 el CDC recibi6 11
notificaciones mas®. Dichas notificaciones aclaran la ausencia de exposicién a
cerdos en mas de la mitad de los casos, una mediana de incubacion de 3.5 dias
(3-9 dias), sin poder descartar la exposicion a un humano con dicha enfermedad.
Los sintomas clinicos en estos pacientes fueron inespecificos e indistinguibles de
los ocasionados por la influenza humana. Sin embargo, algunos de ellos
presentaron gravedad en sintomas respiratorios bajos, asi como diarrea. Dos
pacientes requirieron tratamiento en terapia intensiva y todos se recuperaron. Muy

probablemente hubo muchos mas casos, los cuales pasaron desapercibidos.

1.6.1 Deteccion de la nueva cepa viral en México

Entre marzo y abril de 2009, en México se reportdé un incremento en el
ndmero infecciones respiratorias agudas en varias zonas del pais*. Algunos de
estos casos se presentaron como brotes, como el de una pequefia comunidad en
el estado de Veracruz, los cuales fueron registrados por la Secretaria de Salud y
notificados a las redes internacionales **. El 23 de abril se informé a la poblacion
que varios de estos casos de enfermedad respiratoria fueron confirmados como
influenza A H1N1 rearreglado. El andlisis de la secuencia genética mostr6 que
estas cepas eran del mismo tipo que la encontrada en casos de influenza
ocasionada por cepas H1N1 con triple rearreglo genético encontrada en dos nifios

en California %°.
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1.7 Cuadro clinico de lainfeccion por el virus de influenza

1.7.1 Periodo de incubacion
El periodo de incubacion del virus de Influenza es variable, sin embargo se

dice que va de 1 a 4 dias, con un promedio de 2 dias*.

El espectro de la enfermedad puede ser muy variado, desde una infeccion
asintomatica hasta formas que ponen en peligro la vida. Se menciona que en
periodos de epidemia la infeccidbn ocurre en 10% de la poblacion, siendo
sintomética en 50% de éstos, y tiene una mortalidad de hasta 1% *°.

La enfermedad se puede dividir en 2 grandes grupos, la no complicada y la

complicada.

1.7.2 Influenza no complicada

1.7.2.1 Adultos

Se caracteriza por aparicion subita de los sintomas de afeccién de vias
respiratorias superiores (e.g, tos seca, dolor de garganta), acompafnados por una
enfermedad constitucional o sistémica (e.g, fiebre, cefalea, calosfrios, mialgias y
malestar general)*’; también se han reportado casos en los que se refieren
nauseas, vomito, diarrea y dolor abdominal. En los adultos mayores también

pueden presentarse delirium, caidas, inmovilidad e incontinencia *°.
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Los hallazgos a la exploracion fisica en la presentacion no complicada son
inespecificos y raramente alterados. La frecuencia respiratoria, la saturacion de

oxigeno y la radiografia de torax generalmente son normales.

En los examenes de laboratorio se observa leucocitosis o leucopenia, con
linfocitosis o neutrofilia. Las pruebas de funcidon hepéatica pueden mostrar ligera
elevacion de las aminotransferasas. Los marcadores de inflamacion (proteina C

reactiva y velocidad de sedimentacion globular), suelen estar elevados.

Cuando tiene una presentacion no complicada, la enfermedad se autolimita

en aproximadamente 5 dias, con persistencia de la tos hasta por 3 semanas.

1.7.2.2 Nifios

Las manifestaciones clinicas en los niflos son muy similares a las
observadas en los adultos, caracterizadas por un inicio agudo, incluyendo fiebre,
dolor de garganta y tos *°. Se piensa que algunos de los sintomas que también se
presentan en los adultos, como cefalea, mialgias, astenia o mareos, también se
pueden observar en los nifios, aunque son dificiles de determinar. Comparado
con los adultos, la presencia de diarrea y rinorrea es mas frecuente ***°. Otros
sintomas en la infancia incluyen irritabilidad, disminucion en la ingesta, vomito,
diarrea, letargia, disnea y apnea. Estos sintomas no son especificos y pueden ser
atribuidos a otras enfermedades graves si no se puede realizar de forma correcta

1

el diagndstico de influenza °'. La duracién del cuadro clinico en los nifios es

usualmente de 5 a 8 dias *°.
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Dentro de las enfermedades respiratorias con las que se puede confundir

estan la laringotraqueobronquitis, otitis media aguda, bronquiolitis o el asma *2.

1.7.3 Influenza Complicada

Las complicaciones afectan especialmente a ciertos grupos como aquellos
que sufren cardiopatias 0 neumopatias, receptores de trasplantes y, en general,

nifios con alguna enfermedad subyacente, asi como mujeres embarazadas *°.

1.7.3.1 Complicaciones Respiratorias

Las complicaciones graves mas frecuentes y que originan el mayor nimero

de muertes son las pulmonares. Estas se pueden clasificar en 2 categorias:

a) Neumonia primaria por influenza. Corresponde al 18% de los
pacientes admitidos a hospitalizacién. A pesar de que la infeccién por influenza
contribuye poco a las neumonias en general, la neumonia por influenza es
subestimada ya que es una enfermedad dificil de diferenciar de otras infecciones
respiratorias solamente con base en el cuadro clinico. Su presentacion es
generalmente abrupta y dramatica, progresando en 24 hrs a falla respiratoria y
choque.

La recuperacién de estos casos ocurre generalmente entre 5y 16 dias, y el
dafio pulmonar es frecuente. La mortalidad en este grupo de pacientes es del 10-

20% 4’
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b) Neumonia bacteriana secundaria. Las bacterias asociadas mas
comunmente a la infeccidbn por influenza son Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae. Se han descrito casos graves y
mortales asociados a la coinfeccion por estos microorganismos .

Se han descrito algunos mecanismos por los cuales las bacterias actuan en
sinergia con el virus, como son una mayor union e invasion bacteriana, incremento
en la replicacion viral y modificacion de la respuesta inflamatoria. Por ejemplo,
con S. pneumoniae, cuando la neuraminidasa escinde el acido sialico para liberar
nuevas particulas desde el hospedero, ocurre dafo al epitelio exponiendo sitios de
unién para la adherencia del neumococo >°. Se han descrito maltiples reportes de
neumonias secundarias por otros microorganismos menos frecuentes, tales como
Chlamydophila pneumoniae, estreptococo B hemolitico, Legionella pneumophila y

Aspergillus spp, éste Ultimo en pacientes con inmunocompromiso®*>2.

También hay evidencia de que el virus de influenza es un factor importante
en la patogénesis de la otitis media *°. Aproximadamente 35% de los nifios
experimentan otitis media aguda cada afio ®°. Ozgur et al demostraron una
reduccion en la incidencia de otitis media aguda de 30% en los nifios vacunados

contra influenza .
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1.7.3.2 Complicaciones Neurolodgicas

El virus de la influenza se ha relacionado con una gran variedad de
complicaciones neuroldgicas incluyendo los sindromes de Reye y Guillain-Barré,

6263 siendo esta ultima la

mielitis transversa, encefalopatia y crisis convulsivas
complicacién neurolégica mas frecuentemente reportada ®*. El inicio abrupto de
crisis convulsivas y coma, pocos dias después del inicio de fiebre, es un indicador
prominente de la afeccién del sistema nervioso central durante la infeccion®. La
encefalopatia relacionada a la infeccion es realmente rara, pero su presencia se

ha relacionado con una mortalidad de hasta 6%, y en la mayoria de los pacientes

no se puede demostrar la presencia del virus en el liquido cefalorraquideo®®.

En cuanto al sindrome de Reye, el cual estd relacionado con la
administracion de salicilatos, es una de las encefalopatias mejor asociadas con las
epidemias de influenza; sin embargo, se ha observado que la administracion de
medicamentos antipiréticos no salicilados también puede desarrollar este
sindrome®. Morishima et al. en una serie de 148 casos en la temporada 1998-
1999, observaron que habia algunas diferencias entre el sindrome de Reye y la
encefalopatia/encefalitis, tales como la asociacion con influenza B y la presencia

de hipoglicemia y/o hiperamonemia, que se asocian con el sindrome de Reye .
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1.7.3.3 Complicaciones musculares

La miositis generalmente es una complicacion benigna que usualmente
ocurre en la fase de convalecencia de la infeccidon y se relaciona con mayor
frecuencia a la infeccion por influenza B. En estudios moleculares el virus se ha
detectado en el tejido muscular®’. Fue descrita por primera vez en 1957 por
Lundberg, bajo el nombre de mialgia cruris epidemica °®. Generalmente afecta
mas al género masculino. Se caracteriza por un fuerte dolor muscular, con mayor
predominio en las piernas; tiene una presentacioén aguda, causando dificultad para
la deambulacion. Se presenta generalmente entre el primer y quinto dia
posteriores a la infeccion viral, y se observa elevacion de las cifras de
creatininfosfoquinasa, reportdndose desde 200 hasta 6026 U/L.

La afeccidén generalmente es limitada y persiste por menos de una semana. En las
series reportadas, se han dado casos de rabdomiolisis con mioglobinuria o falla
renal aguda. La infeccion por virus de influenza B también se ha descrito como

una causa rara de miocarditis.°.
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1.8 Diagndstico

En determinadas circunstancias el diagnéstico puede hacerse
clinicamente, como se recomienda durante una situacion epidémica. En otras
ocasiones, es importante establecer el diagndéstico rapido, como en los pacientes

hospitalizados con aparicién aguda de la enfermedad pulmonar grave.

1.8.1 Diagnéstico clinico

Durante una epidemia de influenza, las enfermedades respiratorias agudas
febriles pueden ser diagnosticadas como influenza con un alto grado de
certidumbre tan solo por criterios clinicos; esto no puede aplicarse en los casos de
influenza esporadica™. Dentro de los sintomas que tienen mayor sensibilidad para
el diagnéstico clinico de la infeccién por influenza durante una epidemia son fiebre
y tos, con un valor predictivo positivo (VPP) de 76% y 69%, respectivamente y

cuando se presentan los dos sintomas con un VPP de 79% °.

1.8.2 Diagnostico de laboratorio

Las herramientas diagnésticas para la deteccion del virus de influenza son
varias, incluyendo la serologia, el cultivo viral, la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR), la prueba rapida inmunocromatogréfica para

deteccion de antigenos e inmunofluorescencia.
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La sensibilidad y especificidad de las pruebas pueden variar dependiendo de la
cepa, sin que se conozcan al momento de la aparicion de nuevas variedades.
Incluso, pueden depender de factores inherentes a la prueba, como el tiempo
entre el inicio de la sintomatologia y la toma de la muestra, asi como la técnica

para este procedimiento.

1.8.2.1 Toma de muestra

Pueden tomarse muestras de vias respiratorias superiores, inferiores y de
sangre. Ademas, dependiendo del caso podria presentarse la necesidad de tomar
muestra de orina, liquido cefalorraquideo, heces, liquido pleural o biopsias. Las

muestras adecuadas son:

Vias respiratorias superiores Hisopado faringeo, hisopado nasal con
secreciones nasales o aspirado/hisopado
nasofaringeo

Vias respiratorias inferiores Aspirado endotraqueal 0 lavado
bronquioalveolar
Sangre Suero (fase aguda y fase convaleciente)
Otras Hisopado rectal/heces, liquido

cefalorraquideo, plasma en EDTA, liquido
pleural o biopsias
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1.8.2.2 Momento de latoma

Muestras respiratorias. Es ideal tomar las muestras en los primeros 3 dias
de inicio de los sintomas. Sin embargo, si una muestra inicial es reportada como
negativa, y la sospecha clinica es fuerte, se recomienda repetirla. Incluso se
menciona que el virus puede ser detectado en el aspirado endotraqueal hasta la

segunda o tercera semana de enfermedad.

Tejido. Se recomienda que el tejido obtenido para la realizaciéon de RT-PCR
debe procesarse lo antes posible. Puede utilizarse tejido fresco o incluido en

parafina, dependiendo del laboratorio que realice la prueba.

1.8.3 Métodos de deteccion directa

Existen varios métodos que se consideran adecuados para la deteccion del

virus de influenza, los cuales varian en sensibilidad y especificidad.
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1.8.3.1 Técnicas de rRT-PCR

Las pruebas de RT-PCR utilizan regiones conservadas, como la proteina de
matriz, para la identificacion de especie. La HA y NA se utilizan para la
subtipificacién viral. En general, las técnicas de PCR no se utilizan para la
identificacién de cepas, para la cual se utilizan marcadores serolégicos. La
sensibilidad de la rRT-PCR es de 90 y 100% cuando se compara con el cultivo
celular; sin embargo, existen varios trabajos que han encontrado un mayor
namero de pruebas positivas utilizando esta técnica, posiblemente por su

capacidad para detectar viriones no viables "*"3,

1.8.3.2 Inmunofluorescencia (IFA)

Los métodos de IFA puedan ser utilizados para identificar el virus de
influenza a nivel de especie (A o B), o subtipos H especificos directamente de
muestras o0 cultivos celulares. Estos métodos son rapidos y requieren de
laboratorios menos especializados, pero son deficientes en sensibilidad y

actualmente sélo se tienen disponibles para la deteccién hasta especie.
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1.8.3.3 Pruebas rapidas

No son recomendadas por la OMS. Su uso rutinario durante un brote debe
realizarse solamente si no existe otra opcion. Las pruebas rapidas detectan
antigenos virales (generalmente la nucleoproteina) o la actividad enzimatica de la
NA, a través de diferentes métodos. Puede ser que detecten sélo influenza A,
influenza A o B sin identificar el tipo, o influenza A y B identificando el tipo
especifico. Su sensibilidad es de 40 al 80%, siendo generalmente mas alta en
nifios que en adultos y durante las etapas iniciales de la enfermedad. Su valor
predictivo se correlaciona fuertemente con la prevalencia de la enfermedad en la
comunidad, tanto como el diagnostico clinico sin una prueba de laboratorio.
Cuando la prevalencia es baja, el valor predictivo positivo baja; por consiguiente,
los resultados positivos tienen que confirmarse con cultivo o RT-PCR. Cuando la
prevalencia es alta, el valor predictivo negativo es bajo, por lo que deben
confirmarse los resultados negativos con RT-PCR o cultivo. Asimismo, el valor
predictivo para el diagnéstico incrementa cuando los sintomas del paciente
sugieren fuertemente influenza. Todos estos valores se conocen para pruebas
gue detectan las cepas circulantes, pero no es posible determinarlos para cepas

emergentes, incluyendo cepas epidémicas’®.
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1.8.3.4 Serologia

Las pruebas seroldgicas pueden utilizarse para el diagndstico retrospectivo
de la infeccién, pero rara vez son Utiles para el manejo del paciente y no estan

disponibles de manera generalizada. "

Se obtiene suero en la fase aguda, dentro de la primera semana posterior al
inicio de sintomas, y suero en la fase convaleciente, entre 2 y 3 semanas después.
Los métodos utilizados mas frecuentemente son la fijacién del complemento (FC),
inhibicién de la hemaglutinacion (IHA) y los estudios inmunoenzimaticos (IEE).
Otras técnicas (neutralizacion, microneutralizacién, hemodlisis radial simple,
inmunodifusion radial y Western blot) también se han reportado’®. Dado que la
mayoria de las personas se exponen de forma repetida a diferentes cepas del
virus de influenza, un incremento de cuatro veces los titulos entre el suero de la
fase aguda y el de la fase convaleciente es necesario para confirmar la infeccion

por influenza.
1.8.3.5 Aislamiento viral en cultivo celular

El aislamiento del virus se considera el estdndar de oro de las pruebas para
influenza. Las muestras para cultivo deben de recolectarse idealmente en los
primeros 3 dias de inicio de la enfermedad. El tiempo que requiere el método
estandar para tener resultados varia entre 2 y 14 dias, en tanto que el tiempo de
deteccidn por cultivo rapido, varia entre 5 (> 90% de las muestras positivas) y 7

dias (100% de muestras positivas) ’’.
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El cultivo viral es un método importante a nivel de investigacion, tanto

basica para obtener material para los estudios de biologia molecular del virus,

como epidemioldgica, ya que para la caracterizacion de la cepa se requiere del

aislamiento obtenido a partir de cultivos celulares.

son:

1.9 Bioseguridad

Las recomendaciones para los periodos interpandémicos y pandémicos

Para el diagnostico, investigacion y actividades de producciéon que
requieran del uso de virus de influenza humana contemporaneos (H1/H3/B),
cepas de influenza aviar de baja patogenicidad (H1-4, H6, H8-16), cepas
porcinas y ovinas, deben utilizarse instalaciones, procedimientos y practicas

con nivel de bioseguridad 2 (BSL 2).

Para el manejo de virus de alta patogenicidad se requieren precauciones
adicionales, por el potencial de infeccion en quienes lo manipulan, por lo
gue se recomiendan practicas y procedimientos de bioseguridad nivel 3

(BSL 3).
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1.10 Tratamiento

1.10.1 Farmacos disponibles

Existen dos grupos de antivirales para el tratamiento y profilaxis contra
influenza: los inhibidores del canal de iones M2, denominados adamantanos
(amantadina y rimantadina) y los inhibidores de neuraminidasa (oseltamivir y
zanamivir). Se deben seguir las recomendaciones de cada localidad en cuanto a

la sensibilidad de las cepas en circulacion.

1.10.1.1 Adamantanos

La amantadina y la rimantadina (para administraciéon VO), son farmacos que
no se recomiendan de rutina para el tratamiento de la infeccion por influenza
debido a la alta incidencia de resistencia, reportandose en mas del 90% en las
cepas estacionales H3N2. No se deben usar para la infeccibn por virus de
influenza tipo B, ya que no son Utiles. La dosis de la amantadina y la rimantadina
es de 100 mg dos veces al dia por 5 dias. Puede haber efectos adversos a nivel
del sistema nervioso central (cefalea, mareo o fatiga) como gastrointestinales

(ndusea, vomito o diarrea).
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1.10.1.2 Inhibidores de Neuraminidasa

Oseltamivir (para administracion VO) est4d aprobado para su uso como
tratamiento y prevencion de la infeccion por influenza en adultos y nifilos mayores
de un afio "®. Esta aprobado tanto para la infeccién por el virus A como el B. El
oseltamivir se ha estudiado en pacientes infectados por influenza estacional,
generalmente en estado no critico. Se han reportado pocos efectos adversos,
siendo el mas frecuente, diarrea. Debe ajustarse al peso, edad y a la funcion renal.

La dosis en un adulto es de 75 mg dos veces un dia durante 5 dias.

Zanamivir (para administracion inhalada por boca) esta aprobado para el
tratamiento y profilaxis de influenza en mayores de 5 afos, tanto para la infeccion
por virus A como B. Dentro de los efectos adversos que se han reportado estan
la cefalea, odinofagia y tos. No se recomienda en aquellos pacientes con
enfermedad neuroldgica, broncoespasmo o enfermedad sistémica grave, ya que
no se absorbe adecuadamente en el parénquima pulmonar.

La dosis en el adulto es de dos inhalaciones de 10 mg dos veces al dia por 5 dias.
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1.10.2 Resistencia a antivirales

Resistencia a adamantanos: para las cepas del virus de influenza en general,
un 30% de los pacientes pueden excretar cepas resistentes a amantadina tras 2-5
dias de tratamiento. Esta puede aparecer rapidamente ya que una simple
mutacion puntual confiere resistencia tanto a amantadina como a rimantadina,
dicha mutacion es generalmente la S13N que se encuentra en la porcidon génica
de la proteina M2. La evaluacion para conocer la resistencia a adamantanos se

realiza por medio de andlisis por pirosecuenciacion *°.

Resistencia a oseltamivir: hasta hace poco la resistencia a oseltamivir habia
permanecido relativamente baja. Durante la temporada 2007-2008 el 10.9% de
los virus HIN1 estudiados en E.U.A. fueron resistentes a oseltamivir. Para
diciembre de 2008, el 98% de 50 aislados de H1IN1 de la temporada 2008-2009
fueron resistentes (aunque, permanecieron sensibles a zanamivir, amantadina y

rimantadina). La resistencia a oseltamivir parece ser un fenbmeno en evolucion.

Resistencia a zanamivir: No se ha detectado resistencia en pacientes que han
recibido previamente este farmaco para el tratamiento de influenza A; sin embargo
se ha reportado un aislamiento de influenza B con sensibilidad reducida en un nifio
de 18 meses, inmunocomprometido (transplante de médula 6sea) a quien se le
habia tratado por 12 dias®. La resistencia a inhibidores de neuraminidasa se

identifica por medio de anélisis de quimioluminiscencia ”°.
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1.10.3 Patron de resistencia del Virus de Influenza A H1IN1 O-P.

En un analisis realizado a 13 muestras de pacientes que contrajeron la
infeccién por el virus de influenza A HIN1 O-P, a finales de abril en E.U.A., se
observdé que todas las muestras virales tuvieron resistencia a rimantadina y
amantadina, pero mostraron sensibilidad a oseltamivir y zanamivir. Las 13
muestras contenian la mutacion S13N. Una secuencia parcial deducida de los
pirogramas de la proteina M2 revel6 cambios caracteristicos del gen M. Las 13
muestras observaron valores caracteristicos de zanamivir y oseltamivir para inhibir
el 50% de la NA, lo cual confiere sensibilidad a los inhibidores de ésta’®. Sin
embargo, recientemente han surgido reportes esporadicos de resistencia a dichos

inhibidores 8.

1.10.4 Otros antivirales en estudio

Hasta el momento no existen formas parenterales para el tratamiento del
virus de influenza, lo que seria ideal para pacientes en estado critico. Existen dos
estudios clinicos con zanamivir y peramivir con este propésito.®? Otros agentes en
estudio son el T-705, un inhibidor de polimerasa, y el DAS181, un inhibidor de
adherencia . La inmunizacién pasiva con anticuerpos humanos monoclonales
especificos se ha considerado como un posible tratamiento — como sucedio en la

pandemia de 1918 —, pero aun se tienen datos limitados sobre su uso®.
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1.11 Profilaxis

En relacion a la profilaxis con antivirales, la OMS recomienda, si existen
inhibidores de neuraminidasa disponibles, utilizarlos en grupos con alta
exposicion, incluyendo mujeres embarazadas. Debe iniciarse oseltamivir, el cual
se debe continuar 7 a 10 dias después de la ultima exposicion; el zanamivir puede
usarse como alternativa. En grupos de exposicion moderada, incluyendo mujeres
embarazadas, el oseltamivir puede utilizarse como profilaxis por 7 a 10 dias

después de la ultima exposicion.

En grupos de exposicion baja, es posible que la quimioprofilaxis con oseltamivir
0 zanamivir no deba iniciarse. Las mujeres embarazadas en este grupo no deben

recibir profilaxis.

Si no se cuenta con inhibidores de la neuraminidasa: en grupos con exposicion
de alto riesgo, debe administrase algiin adamantano, sobre todo en los paises en
donde se conoce que el virus puede ser susceptible. En grupos de exposicion de
bajo riesgo, los adamantanos no deben usarse como profilaxis. En mujeres
embarazadas no deben usarse adamantanos como profilaxis. En los ancianos, en
personas con alteracion en la funcion renal, individuos bajo tratamiento
neuropsiquiatrico y con alteraciones neuropsiquiatricas no debe utilizarse

amantadina.
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1.12 Prevencién

Vacunacion: Fabricada en embriones de pollo o por medio de lineas
celulares. La vacuna trivalente (VT) esta formada por virus inactivados o
purificados de antigenos de superficie. Debido a los frecuentes cambios
antigénicos de virus, el contenido antigénico de las vacunas de virus de influenza
se cambia anualmente para abarcar las cepas del virus de influenza A 'y B en
circulacion. La eficacia de la vacuna esta directamente relacionada con el grado
de concordancia entre las cepas de virus incluidas en la vacuna y las que circulan
en la comunidad. Cuando se producen cambios periddicos importantes en la
estructura antigénica del virus, la vacuna puede contener antigenos de los virus

previos y por lo tanto no tener eficacia.

Se estima que la eficacia de la vacuna es de un 70% a 90% para prevenir la
infeccién en adultos sanos menores de 65 afios de edad; sin embargo la eficacia

parece ser menor en las personas mayores 84
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Especificamente, la inmunizacion anual es recomendada para todas las
personas de 65 afios de edad o mayores, los residentes de asilos, las personas
con trastornos cardiovasculares o pulmonares cronicos, incluidos los nifios con
asma, y las personas que requieren seguimiento médico regular o aquellos
hospitalizados en el afio anterior con alguna enfermedad metabdlica cronica,
disfuncion renal, hemoglobinopatias o inmunosupresién y los nifios en terapia con
aspirina a largo plazo. Las mujeres embarazadas que estardn en el segundo o
tercer trimestre durante la temporada de influenza (generalmente diciembre a

marzo) deben ser vacunadas.

También se recomienda para los médicos y demas personal al cuidado de
personas de alto riesgo. También se recomienda la vacunacién en los nifios entre

los 6 y 23 meses de edad.

Las reacciones adversas son infrecuentes y éstas se presentan en 3 a 5%
de la poblacién, manifestadas por dolor en el sitio de aplicacion, febricula o fiebre
de bajo grado. Se menciona que hay riesgo de presentar sindrome de Guillain-
Barré u otras enfermedades autoinmunes, sin embargo éste se ha identificado uno

por millén de dosis / afio.
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Medidas de contacto e higiene. Se recomienda que cuando un paciente
ha sido diagnosticado con la infeccion por influenza se lleve a cabo su aislamiento
en un area de presion negativa, con la colocacion de precauciones de contacto y

de gotas, para disminuir la transmisibilidad.

Dada la alta contagiosidad de la infeccion se debe recalcar el adecuado
manejo de secreciones, asi como los sintomas que expongan gotas en la via
aérea. Se debe recomendar un adecuado aseo de manos, con alcohol gel o con

jabon, tan frecuente como sea necesario.

En las situaciones de epidemias deben aplicarse lineamientos que existen
para estos casos, los cuales se enfocan a diversas situaciones como laborales,

recreativas u hospitalarias.
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JUSTIFICACION

A finales de marzo y principios de abril se reportd un incremento en el
namero de casos de infecciones de vias respiratorias superiores en algunas zonas
del pais y se identificaron casos de neumonia grave en personas jovenes. En la
Ciudad de México, este fenOmeno también se present6 desde la primera mitad de
abril. Posteriormente, se determiné que el agente causal en la mayoria de los

casos era una nueva cepa del virus de Influenza A, subtipo HIN1 O-P.

En los hospitales de la Ciudad de México se incrementé el nimero de
pacientes que acudieron a valoracién hospitalaria por sintomatologia respiratoria,
cumpliendo muchos de ellos los criterios de enfermedad similar a influenza.
Algunos pertenecian al grupo de trabajadores de la salud. Varios de estos
pacientes desarrollaron una neumonia grave, falleciendo por esta causa algunos

de ellos.

Ante esta contingencia, se realizé un trabajo conjunto entre el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” y el Hospital General
“Manuel Gea Gonzalez”, con la finalidad de describir las caracteristicas
epidemioldgicas y clinicas, asi como los factores de riesgo para hospitalizacion y

muerte de la infeccion ocasionada por la nueva cepa de influenza A.
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OBJETIVOS

I.- Describir las manifestaciones clinicas y epidemioldgicas de la infeccion por el

virus de Influenza A HIN1 O-P.

.- Describir el patrén de excrecion viral de la cepa de Influenza A HIN1 O-P.

.- Describir las alteraciones radiologicas en pulmon.

IV.- Describir los hallazgos histopatoldgicos en relacién con la infeccién.

V.- Determinar la presencia de otros patdgenos coinfectantes en las vias

respiratorias.

VI.- Identificar los factores de riesgo para hospitalizaciébn y muerte asociados a la

infeccién por el virus de Influenza A HIN1 O-P.
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HIPOTESIS
I.- Las caracteristicas clinicas de los pacientes infectados por el virus de influenza
A HIN1 O-P son diferentes entre quienes requieren hospitalizacion y quienes solo

requieren tratamiento ambulatorio.

Il.- Existen caracteristicas en los pacientes con infeccién por el virus de influenza

A H1IN1 O-P que podrian predecir un mayor riesgo de mortalidad.

lll.- No hay diferencias genomicas entre las cepas virales que infectaron a los

pacientes.
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METODOLOGIA

Disefo del estudio

Se realizé un estudio observacional, prospectivo y prolectivo.

Poblacion del estudio
Personas que acudieron a consulta al Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) y al Hospital General “Manuel

Gea Gonzalez” (HMGG).

Criterios de inclusion

Personas que acudieron a valoracion por sintomas respiratorios y que
cumplieron criterios de enfermedad similar a influenza atendidos en el Hospital
General “Manuel Gea Gonzalez” y el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran”, durante el periodo del 13 de abril al 31 de mayo de
2009, y que tuvieran un resultado positivo por rRT-PCR para infeccion por el virus

de Influenza A H1IN1 O-P.

Criterios de exclusion

Pacientes menores de 13 afios o con resultado de rRT-PCR negativo para el virus

de Influenza A H1IN1 O-P.

52



Descripcion Clinica, Epidemiolégica y Viroldgica de la Infeccion por el Virus de
Influenza A HIN1 O-P en Dos Hospitales del Sur de la Ciudad de México

Criterios de eliminacion
Pacientes con rRT-PCR positiva para el virus de Influenza A HIN1 O-P

pero que no tuvieron datos clinicos o epidemioldgicos que evaluar

Métodos

Sitios de estudio:

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” es
un hospital de tercer nivel de atencion para pacientes adultos, en el que se lleva a
cabo educacion médica e investigacion. Este hospital cuenta con 163 camas
censables.
El Hospital General “Manuel Gea Gonzélez” es un hospital de segundo nivel de
atencién para pacientes pediatricos y adultos, y también se realiza investigacion y
educacion médica. Dicho hospital cuenta con 212 camas censables.
Ambos hospitales se encuentran situados en el sur de la Ciudad de México, en la

denominada Zona de Hospitales, en la Delegacion Tlalpan.

Instrumento de evaluacion

Se utiliz6 un cuestionario desarrollado para este evento por personal
médico del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”,
el cual se aplic6 al momento de la evaluacion respiratoria. Contiene datos
demogréficos, informacion clinica, paraclinica y de evolucion. (Anexo 2). Se
categorizaron algunas variables utilizando parametros establecidos que estan
relacionados a gravedad (indice de Charlson, tensién arterial media < 65 torr y

taquipnea >30).
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Filtros, evaluacion y tratamiento.

Se colocaron varias estaciones para realizar filtros de identificacion (triage)
de pacientes, tanto en las entradas principales como en las que tenian mayor
afluencia (toma de muestras y consulta externa). Después de realizar higiene de
manos con gel antiséptico, los pacientes fueron evaluados en busqueda de
sintomas sistémicos o respiratorios. Los pacientes fueron derivados a un area
especial del hospital para la evaluacién respiratoria. En dichos sitios se
identificaron aquellos que cumplieron los criterios de enfermedad similar a
influenza (ESI). Estos lugares funcionaban para la toma de decision en cuanto al

requerimiento de hospitalizacion.

Los pacientes que necesitaban una evaluacibn mas profunda se enviaron a
un area especial del servicio de urgencias, en la cual se seguian medidas de
aislamiento de contacto y de gotas. En este lugar se obtenian estudios

paraclinicos y se mantenia en observacion a los pacientes.

Los pacientes que requirieron hospitalizacién fueron atendidos en zonas
especiales de cada hospital, asignadas exclusivamente a los pacientes con
diagnéstico de influenza. En funcibn de su estado clinico, algunos fueron

derivados a un area de la unidad de cuidados intensivos.
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Todos los pacientes que se diagnosticaron con ESI recibieron tratamiento
antiviral con Oseltamivir (Tamiflu®, Roche SA de CV), en solucién por via oral G- 5
ml/75 mg de oseltamivir, preparado por Birmex, Laboratorio de Biologicos y
Reactivos de México SA de CV [+ a 150 mg/dia, dividido en dos dosis, ajustado
para funcion renal cuando fue necesario, por 5 dias. El médico tratante podia

aumentar la dosis o ampliar el tiempo de acuerdo a su criterio clinico.

Llamadas telefénicas

Se obtuvo el nimero telefénico al momento de aplicaciéon del cuestionario
con la finalidad de informar el resultado del estudio de rRT-PCR y obtener datos
clinicos en relacion a la evolucién del paciente, asi como hacer una llamada a los

30 dias de la visita para evaluar supervivencia.

Muestras clinicas

Hisopados

A los pacientes que cumplieron el criterio ESI se les realizé un hisopado
nasofaringeo (Anexo 3). Sien pacientes graves la sospecha de infeccion era alta
se llevo a cabo un segundo hisopado nasofaringeo o lavado bronquioalveolar. En
aquellos a los que se realizd biopsia o necropsia, este material se procesé para

rRT-PCR. La muestra fue transportada en un medio para transporte virolégico.
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Para la evaluacion de la excrecion viral se eligieron al azar 9 pacientes. En
ellos, si la rRT-PCR del hisopado faringeo resultaba positiva, se repetia esta
muestra cada 24 a 48 horas, asi como, muestra de orina y heces hasta que las

muestras fueran negativas.

En ambos sitios de estudio, la toma de muestras se realiz6 por personal
meédico. Las muestras fueron concentradas en el Laboratorio de Biologia
Molecular, del Departamento de Infectologia del INCMNSZ, manteniendo una red
fria para conservar las muestras entre 4-8°C hasta su procesamiento. Sin
embargo, cabe mencionar que durante 3 dias las muestras del HGMGG se
procesaron en el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE),
siguiendo el mismo protocolo para su procesamiento, de estas muestras sélo se

obtuvo el resultado cualitativo.

A las muestras que salieron como negativas para Influenza A HIN1 O-P se
les realiz6 PCR anidado para otros virus respiratorios (Influenza B; Parainfluenza

1,2,3 y 4; y Virus sincicial respiratorio).
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Estudios Microbioldgicos

En los pacientes en que se sospechaba una infeccidon bacteriana o fungica
sobreagregada, se realizaron cultivo de expectoracion, aspirado endotraqueal o
lavado bronquioalveolar, hemocultivo o urocultivo, de acuerdo al criterio del

médico tratante y evolucion del paciente.

Estudios histopatolégicos

Si el paciente requeria de toma de biopsia el estudio histopatolégico se
realizaba en los Departamentos de Patologia del INCMNSZ o del HGMGG. Si el
paciente fallecia, se solicitaba autorizacion a los familiares para realizar autopsia.
Se obtuvieron los resultados por escrito de dichos servicios y se agregaron a la

base de datos.

Métodos de laboratorio

Las muestras de los diferentes sitios corporales (nasofaringe, aspirado

endotraqueal, orina, heces o0 biopsias) se manejaron de acuerdo a los

lineamientos establecidos por CDC en E.U.A. (Anexo 4)
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Carga viral

Para la determinacion de la carga viral se llevo a cabo la cuantificacion
absoluta de copias de ARN viral del segmento 7 de la proteina M del virus de
influenza A HIN1 O-P por técnica de rRT-PCR. Por medio del ensayo de
cuantificacion absoluta del termociclador Applied Biosystem 7500 se determinod la
interpolacion de una curva estandar que sirvi6 como base para la medicion de la

carga viral en las muestras procesadas.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se llevo a cabo un analisis descriptivo de los datos utilizando medidas de
tendencia central y de dispersién (media + desviacion estandar; mediana y valores
minimo-maximo) para las variables de tipo cuantitativo (continuas o
dimensionales) donde evalud inicialmente la normalidad de la distribucion
utilizando los indicadores de sesgo y kurtosis. En el caso de las variables, se

utilizaron frecuencias absolutas y relativas (porcentajes).

Para la comparacién entre grupos, principalmente se utilizaron estadisticos
para distribuciones no paramétricas (U de Mann-Whitney, Z de Kolmogorov-
Smirnof), y la prueba de Chi cuadrada o la prueba exacta de Fisher, segun fuera
adecuado. Para medir la magnitud de la asociacién se calcularon las razones de
momios y su intervalo de confianza al 95% utilizando un modelo de regresion
logistica inicialmente para cada variable (modelo de riesgos univariado) para los
eventos de interés de este estudio: hospitalizacion y muerte. Con la finalidad de
ajustar el efecto de una variable explicativa (independiente) sobre las demas
variables y el evento de interés (variable dependiente hospitalizaciébn o muerte) se
llevd a cabo un andlisis multivariado de los datos con sus intervalos de confianza

correspondientes. Un valor p < 0.05 fue considerado como significativo.
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Debido a que se observdé una gran colinearidad entre las diferentes
variables independientes para explicar el evento a medir, posterior a la estimacion
de los riesgos por el modelo multivariado, se utilizé el modelo de componentes
principales con el propésito de reunir las variables que pueden ser parte o estar
muy relacionadas a una variable explicativa y con esto evitar la colinearidad entre

las mismas.

Por ultimo, se utilizo el analisis de sobrevida de Kaplan-Meier para evaluar
la relacion entre el momento en que el paciente acudié al hospital para recibir
atencion médica y tratamiento antiviral especifico y su probabilidad de sobrevivir a
la enfermedad. Asi mismo para medir la relacion entre la carga viral y el nimero
dias de evolucion de la enfermedad se estimé la linea de regresion utilizando un
modelo de regresion lineal simple entre el dia y el logaritmo base 10 de la carga

viral.
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RESULTADOS

Evaluacion inicial y filtros

En los filtros ubicados en los diferentes sitios hospitalarios, se detectaron
2080 pacientes con datos de infeccion respiratoria aguda, los cuales fueron
evaluados en para determinar la presencia de ESI, la cual se identifico en 1121,
realizandole hisopado nasofaringeo a esa cantidad de personas. Tuvieron una
prueba positiva para el virus de Influenza A HIN1 O-P 225 pacientes, de los
cuales se excluyeron 17 por no contar con datos clinicos y epidemioldgicos.

(Figura 1)

Figura 1. Poblacion del estudio.
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Se encontraron 829 muestras negativas por rRT-PCR para el virus de
Influenza A HIN1 O-P, de las cuales 799 fueron procesadas por PCR anidado en

busqueda de otros virus. (Tabla 1)

Tabla 1. Aislamientos de virus en las muestras negativas para influenza A HIN1 O-P.

Tipo de Virus Numero de aislamientos

Virus de Influenza B 41
Virus Parainfluenza (376)

Tipo | 114

Tipo I 136

Tipo Il 5

Tipo ly I 119

Tipo 1y I 2
Virus Sincicial Respiratorio 4

Hubo 20 muestras con virus de Influenza B, como monoinfeccion; sin
embargo 21 muestras con este mismo aislamiento viral presentaron coinfeccion
con otros virus. También hubo coinfeccion entre el virus Sincicial Respiratorio y el
virus Parainfluenza, es decir, el virus Sincicial Respiratorio siempre estuvo

asociado a coinfeccion (Tabla 2)

Tabla 2. Distribucion de coinfeccién viral en las muestras negativas para Influenza A HIN1 O-P

Tipo de coinfeccion viral Numero de aislamientos

Influenza B + Parainfluenza 1 6
Influenza B + Parainfluenza 2 2
Influenza B + Parainfluenza ly 2 12
Influenza B + Parainfluenza 2y 3 1
Virus Sincicial Respiratorio + 2
Parainfluenza 1

Virus Sincicial Respiratorio + 2
Parainfluenza 2
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Durante el periodo de estudio, el niumero de consultas por sintomas
respiratorios se incrementd de forma importante en los servicios de urgencias,
como se muestra en la figura 2. Como se puede observar, es posible que las
acciones tomadas por la Secretaria de Salud (SSA) durante dicho periodo hayan
contribuido en la disminucion del nimero de estos casos en los dias posteriores a

éstas.

Figura 2. Casos atendidos por dia de enfermedad respiratoria aguda e influenza A HIN1 en
ambos hospitales.
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Datos demograficos generales entre los hospitales

Hubo algunas diferencias entre la poblacion atendida en el HGMGG vy el
INCMNSZ. Al HGMGG acudieron pacientes mas jovenes (mediana de edad 30.5
afos). En el INCMNSZ se atendid una mayor proporcion de paciente con
comorbilidades (55 vs 38.9%), tales como insuficiencia renal cronica (4 vs 0%),
enfermedades reumatoldgicas (15 vs 0%) y pacientes que tenian uso de
esteroides (12 vs 0%). En el grupo de pacientes del INCMNSZ una mayor

proporcion habia recibido vacuna de influenza estacional (35.1 vs 8.3%).

La mediana de tiempo entre el inicio de sintomas y la atencién en el hospital
fue menor en el INCMNSZ, 2 vs 2 dias (p = 0.034). Los pacientes que acudieron al
HGMGG presentaron con mas frecuencia fiebre (84.3 vs 73%), cefalea 64 (84.3 vs
65%), mialgias (87 vs 52%) y alteraciones hemodinamicas, como mayor
frecuencia cardiaca (104 vs 99x’) y menor tension arterial media (74 vs 99 torr). La
sintomatologia respiratoria fue también mas frecuente: disnea (41.7 vs 28%),
rinorrea (82.4 vs 57%), mayor frecuencia respiratoria (22 vs 20x"), menor
saturacién de oxigeno, y por ende, menor relacion PaO,/FiO, (medianas 92% y
190.5 mmHg, respectivamente). El resto de las variables no presenté diferencias

significativas.
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Hospitalizacion

El nUmero de pacientes que requirid hospitalizacion fue de 62 (29.8%).
Dentro de las caracteristicas demograficas, se observO que los pacientes
hospitalizados tuvieron mayor indice de masa corporal (mediana 30.2 kg/m?),
comorbilidades (79%) o antecedente de tabaquismo (37.1%). No hubo diferencias

en relacion con la edad y el género. (Tabla 3)

Los pacientes hospitalizados tuvieron un mayor tiempo de evolucion del
inicio de sintomas (mediana 3 vs 2). Dentro de los sintomas al ingreso se observo
diferencia con los pacientes ambulatorios en la disnea (56.5 vs 26%), mayor
frecuencia respiratoria (mediana de 24 vs 20), taquipnea > 30x’ (69 vs 29%),
menor saturacién de oxigeno (mediana 89 vs 95%), menor relacion PaO,/FiO,,
(mediana 212 vs 295 mmHg) y una tension arterial media menor a 65 torr (25 vs
0%). Los pacientes ambulatorios presentaron mas odinofagia (59.6 vs 59.6%). No

hubo diferencias significativas en otros parametros del laboratorio. (Tabla 3)
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Tabla 3. Caracteristicas de pacientes ambulatorios y hospitalizados.

Ambulatorios

Hospitalizados

nN=146 (70.2%) | n=62 (29.8%) p RM (IC 95%)
Caracteristicas demograficas
Femenino (%) 79 (54.1) 35 (56.5) 0.75 0.91 (0.5-1.66)
i‘;‘(‘; mediana (min- 31.5 (13-98) 38 (14-83) 0.1
indice Masa Corporal 25.4 (20.4-35.7) 30.2 (17.8-73) 0.003
Comorbilidad 48 (32.9) 49 (79) <0.001 7.7 (3.8-15.5)
i. de Charlson de 1 29 () 16 () 0.44 1.40 (0.69-2.82)
Tabaquismo 24 (16.4) 23 (37.1) 0.001 2.99 (1.53-5.9)
Sintomas Generales
Tiempo en acudir a
valoraciéon médica, 2 (0-14) 3 (0-18) <0.001
mediana
Fiebre (%) 110 (75.3) 54 (87.1) 0.58 2.2 (0.96-5-07)
Cefalea 113 (77.4) 43 (69.4) 0.22 0.66 (0.34-1.29)
Malestar general 87 (59.6) 38 (71.7) 0.12 1.72 (0.9-3.4)
Mialgias 101 (69.2) 45 (72.6) 0.62 1.18 (0.61-2.28)
Diarrea 9 (6.1) 9 (14.5) 0.09 2.59 (0.97-6.87)
Vomito 3(2.0) 5(8.0) 0.09 4.18 (0.97-18.1)
Tension Arterial Media | g5 7 70.196.7) | 67.3 (50.7-146.7) | <0.001
(mediana)
Tensién Arterial Media 199.2 (11.86-
menor a 65 mmHg 0 25 (40.3) <0.001 3348.6)
Frecuencia cardiaca 99 (53-153) 110 (60-170) 0.11
Sintomas respiratorios y evaluacion respiratoria
Dishea (%) 38 (26) 35 (56.5) <0.001 | 3.68(1.97-6.87)
Tos 102 (69.9) 49 (79) 0.17 1.63 (0.8-3-3)
Rinorrea 106 (72.6) 40 (64.5) 0.24 0.69 (0.36-1.3)
Odinofagia 87 (59.6) 15 (24.2) <0.001 | 0.22(0.11-0.42)
Frecuencia
Respiratoria (mediana) 20 (14-40) 24 (12-45) <0.001
Taquipnea >30 43 (29.4) 43 (69.3) >0.001 | 5.42 (2.84-10.3)
Saturacion de oxigeno 95 (80-99) 89 (63-98) <0.001
Pa0,/FiO, mmHg 295 (261-357) 212 (43-451) 0.01
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Para el andlisis multivariado del desenlace de hospitalizacion, se construyo

un modelo de regresion logistica con aquellas variables que tuvieron una p <0.1.

De este modelo las siguientes variables mantuvieron una diferencia significativa

estadisticamente: obesidad (p = 0.00, RM 10.2 [3.05-34.0]), indice de Charlson de

1 (p= 0.034, RM 2.12 [1.06-4.2]) y taquipnea >30 (p = 0.001, RM 11.11 [2.54-

48.5]); la presencia de odinofagia se comporté como un marcador de proteccion

ante hospitalizacion (p=0.000, RM 0.13 [0.47-0.36]). (Tabla 4)

Tabla 4. Variables con diferencia significativa en el modelo multivariado para hospitalizacién

(regresion logistica).

Anélisis Multivariado

Ambulatorios

Hospitalizados

n=146 (70.2%) | n=62 (29.8%) RM (1€95%) P
Edad 30-49 afios 55 (37.6) 32 (51.6) 2.83(0.97-8.29) 0.057
Edad > 50 afios 26 (17.8) 12 (19.3) 12(0.35-4.3) 0.73
Obesidad 10 (6.8) 26 (41.9) 10.2 (3.05-34.04) 0.000
indice de Charlson 29 (19.8) 16 (25.8) 2.12 (1.06-4.2) 0.034
>3 Diasen a_cydir a 30 (20.5) 29 (46.7) 2.36 (0.93-5.99) 007
valoracion
Odinofagia 87 (59.8) 15 (24.1) 0.13 (0.04-0.36) 0.000
Taquipnea >30 43 (29.4) 43 (69.3) 11.11 (2.54-48.5) 0.001
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Gravedad en los pacientes hospitalizados

Se obtuvo el indice SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) en 38

(61.2%) pacientes hospitalizados. Aquellos que fallecieron presentaron una

mediana mayor, 7 vs 3, alcanzando significancia estadistica; estos pacientes

tuvieron una mayor proporcion de falla respiratoria, y requirieron con mas

frecuencia apoyo mecéanico ventilatorio 88.9%.

El utilizar ventilacién no invasiva

fue un factor protector para muerte (60 vs 11%), no asi la ventilaciéon invasiva

(17.6 vs 88.9). (Tabla 5)

Tabla 5. Datos relacionados a gravedad

Hospitalizados

Muertos

vivos n=52 (25%) | n=10 (4.8%) P RM (IC95%)

Hallazgos hospitalizacion

Dias en hospital (n=57) 4 (1-54) 8 (1-13) 0.71

Dias de Ventilacion 13.5 (2-31) 4 (1-13) 0.094

Dias en UCI(n=26) 3.5 (1-35) 5.5 (1-13) 0.74

indice SOFA 3(1-6) 7 (4-11) 0.026

X]e:nggz);\mon no invasiva 31/51 (60.7) 1/9 (11.1) 0.017 0.08 (0.009-0.69)
X:gglamon invasiva 9/51 (17.6) 8/9 (88.9) <0.001 37.3 (4.13-336.93)
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Mortalidad

Fallecieron 10 pacientes (4.8% de la poblacion total y 16.1% de los
hospitalizados). Sus caracteristicas demograficas se describen en la tabla 4. Se
observé que el 70% fueron del género femenino, con una mediana de edad de
38.5 afios (21-56); la mediana del indice de masa corporal fue de 33 kg/m? y
todos tenian el antecedente de una comorbilidad previa. En el analisis univariado
ninguna comparacion en cuanto a demografia alcanzé diferencia estadisticamente

significativa. (Tabla 6)

Se realiz6 un analisis con toda la poblacion (incluyendo pacientes
hospitalizados y ambulatorios) para determinar factores de riesgo de mortalidad.
Se observé que el indice de masa corporal fue mayor en los pacientes muertos,
con una mediana de 33 kg/m? (17.7-73) y el 100% de ellos tenia una comorbilidad,

a diferencia de 43.9 % de los vivos. (Tabla 6)

Los pacientes que murieron tardaron una mediana de 4.5 dias en acudir a
valoracion médica; a diferencia de los pacientes hospitalizados que sobrevivieron,
la poblacién general acudi6 mucho mas tempranamente, con una mediana de 1
dia entre el inicio de sintomas y la atencion médica. Los pacientes que vivieron
tuvieron mas cefalea (77.3 vs 30%). Los pacientes que murieron tuvieron una
tension arterial media <65 torr (50 vs 10.1%) y presentaron mas vomito (30 vs 2.5).

(Tabla 6)
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Dentro de los sintomas respiratorios, los pacientes que murieron tuvieron

mas disnea (80 vs 32.8%), y la mediana de saturacion de oxigeno y el indice PaO,

fue menor (75 vs 93 y 128 vs 293, respectivamente). Los pacientes ambulatorios

presentaron mayor rinorrea que los graves (72.7 vs 20%). (Tabla 6)

Por altimo, los pacientes que murieron requirieron una mayor mediana en el

namero de dias hospitalizados que los pacientes vivos (8 vs 0%).

Tabla 6. Caracteristicas del total de la poblacién.

Vivos

Muertos

0,

n=198 (95.2%) n= 10 (4.8%) P RM (IC95%)
Caracteristicas demograficas
Género femenino (%) 107 (54) 7 (70) 0.52 0.5 (0.13-2.01)
iii? mediana (min- 34 (13-98) 38.5 (21-56) 0.38
Indice de masa corporal 27 (19.9-42.9) 33 (17.7-73) 0.01
Comorbilidad 87 (43.9) 10 (100) 0.001 1.12 (1.04-1.19)
Indice de Charlson de 1 41 (24.7) 4 (40) 0.32 2.47 (0.67-9.17)
Vacuna Influenza 2008 40/180 (22.2) 1/10 (10) 0.7 0.39 (0.05-3.16)
Sintomas generales
Tiempo en acudir a
valoracién médica, 1(0-18) 45 (1-8) 0.04
mediana (189/9)
Fiebre (%) 157 (79.3) 7 (70) 044 | 061(0.15-2.46)
Cefalea 153 (77.3) 3 (30) 0.003 0.13 (0.03-0.58)
Malestar general 122 (63.9) 3/8 (37.5) 0.15 0.34 (0.08-1.46)
Mialgias 138 (69.7) 8 (80) 0.73 1.74 (0.36-8.43)
Diarrea 16 (8) 2 (20) 0.46 2.84 (0.56-14.54)
Vémito 5 (2.5) 3 (30) <0.001 | 16.54 (3.28-83.4)
Tension Arterial Media | g5 550 7.1467) | 63.3 (50.7-100) | 0.03
(mediana)
Tension Arterial Media 8.9 (2.37-33.42)
<65 mmHg 20 (10.1) 5 (50) 0.001
Frecuencia cardiaca 100 (53-158) 115 (70-170) 0.12
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Continlla tabla 6

Sintomas respiratorios

Disnea (%) 65 (32.8) 8 (80) 0.004 8.19 (1.7-39.6)
Tos 144 (72.7) 7 (70) 1 0.88 (0.22-3.51)
Rinorrea 144 (72.7) 2 (20) 0.001 0.09 (0.02-0.46)
Odinofagia 100 (50.5) 2 (20) 0.10 0.25 (0.05-1.18)
Frecuencia respiratoria 2 (14-40) 30 (12-45) 0.13

Taquipnea >30 80 (40.4) 6 (60) 0.37 2.21 (0.61-8.1)
Saturacion de oxigeno 93 (63-99) 75 (64-97) 0.09

(mediana)

PaO,/FiO, mmHg (49/9) 233 (80-451) 128 (43-258) 0.00

Se construyd un modelo de regresion logistica para mortalidad tomando las

variables que en el analisis de componentes principales estiman un mayor riesgo

de muerte. De éste modelo se obtuvo que las variables estdn asociadas a un

desenlace fatal fueron: la obesidad (p=0.042, RM 6.8 [1.07 — 44]), tener un indice

de Charlson de uno (p=0.0.21, RM 5.0 [1.28-20.3]) la taquipnea >30 (p=0.039, RM

9.4 [1.12-78.6]) y la alteracion del estado de alerta (p=0.014, RM 19.1 [1.83 —

198.7]); no hubo factores protectores. (Tabla 7)

Tabla 7. Variables significativas en el modelo multivariado (regresion logistica) para muerte.

1-108,@519) | ne10(agoe) | FM0CHE%) P

Edad 20-49 afios 79 (39.8) 8 (80) 14.6 (0.68-311.1) 0.085

Edad > 50 afios 37 (18.6) 1(10) 1.9 (0-032-121.7) 0.74

Obesidad 29 (14.6) 7 (70) 6.8 (1.07-44) 0.042

indice Charlson de 1 41(20.7) 4 (40) 5.0 (1.28-20.2) 0.021

>3 dias en a.c,udir a 53 (26.7) 6 (60) 3.83(0.54-27.1) 0.179
valoracion

Taquipnea >30 80 (40.4) 6 (60) 9.4(1.12-78.6) 0.039

Alteracion <_1el e_stado de 3(15) 3(30) 19.1(1.83-198.77) 0.014
conciencia
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Con 206 pacientes en los que se tenia informacion, se realizé un analisis de
sobrevida para evaluar la probabilidad de muerte en relacion al inicio tardio del
tratamiento. Se observd que aquellos pacientes que iniciaron el tratamiento
después del tercer dia de inicio de sintomas, aumentaba el riesgo de muerte (p=

0.03). (Figura 3)
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Figura 3. Curva de sobrevida en relacion a tiempo para atencién médica (Kaplan-Meier).

A continuacion se da una descripcion detallada de cada uno de los

pacientes infectados y que fallecieron. (Tabla 8)
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Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes muertos

Pacientes
Variable 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hospital HGMGG INCMNSZ INCMNSZ | INCMNSZ | HGMGG HGMGG | HGMGG | INCMNSZ HGMGG | INCMNSZ
Edad 21 30 32 36 38 39 39 43 45 56
Género Femenino Masculino Femenino Femenino Masculino Femenino Femenino Masculino Femenino Femenino
Ocupacion Desempl. Desempl. Hogar Desempl Carpintero Maestro Hogar Abogado Hogar Hogar
Vacuna vs 2006-2007 2008 No No No No No No No No
influenza
estacional
Vacuna vs No No No No No No No No No No
neumococo
Dias desde el Mismo dia 8 1 Mismo dia 2 1 3 2 7 4
inicio de los
sintomas a
primer visita
médica
Dias a partir 6 8 1 5 3 1 3 8 7 4
de inicio de
los sintomas
a la admision
hospitalaria e
inicio del
tratamiento
Dias de inicio 8 8 10 18 5 3 3 21 19 12
de sintomas
a la muerte
Dias de 2 Mismo dia 9 13 2 2 Mismo 13 13 8
admision dia
hospitalaria a
la muerte
Tabaquismo No No Actual No Pasado No No No No No
(IT=2.6) (IT=1)
Comorbilidad (IMC=33.3) (IMC = 73) (IMC=33) | (IMC=17.7) | (IMC=27.1) (IMC=41) (IMC=33) (IMC=46) (IMC = 40) (IMC=26)
Obesidad Obesidad, Obesidad Anorexia Sobrepeso Obesidad Obesidad, Obesidad Obesidad Sobrepeso
SAOS, Icc, TB nervosa, EPOC Diab(letes Arritmia
HAP peritoneal LES, Uso mellitus LES, CIV
yen de
pericardio esteroides,
Dermatitis
carencial
Sintomas Rinorrea, Disnea, Odinofagia, Disnea y Tos, Tos, Rinorrea, Odinofagia, Tos, Tosy
iniciales disnea, Mialgias y tos, disnea, mialgias disnea y disnea y tos, disnea, conjuntivitis, fiebre
cefalea malestar mialgias y fiebre mialgias mialgias, cefalea, disnea,
mialgias y general fiebre malestar mialgias y mialgias,
fiebre general y fiebre g;':rs:;
fiebre fiebre
SVal
ingreso:
Temperatura 38 35 39 37 37 36.5 _ 37 40 37
FC 170 140 98 136 110 80 _ 118 115 70
FR 30 36 26 18 36 36 _ 45 32 18
TAM 50.7 60 86.7 63.3 50.7 74 _ 100 54 83.3
Saturacién 67 65 97 95 64 93 _ 75 65 97
Admision a Si No Si No No Si No Si Si Si
UCI (dias (mismo (5) 1) (mismo 1) (mismo
después de dia) dia) dia)
admisién al
hospital)
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Continuaciéon de tabla 8

Tiempo de 2 4 1 13 7 8
estancia en
UcCl
Ventilacion No No Yes No No No _ No No No
NO invasiva
Ventilacién Si Si Si No Si Si _ Si Si Si
invasiva (dias=2) (dias <1) (dias=4) (dias=2) (dias=1) (dias=13) (dias=13) (dias=8)
Laboratorios
al ingreso:
Hemoglobina 12 21 14.9 10 18.8 14.7 _ 16.2 8 8.4
Hematocrito 35 67 _ _ 55 46.2 _ _ 26.1 24
Leucocitos 7000 13500 4800 16400 3000 17000 _ 6500 18000 1500
PMN 76.5 70 78 83 85.3 64.9 _ 82 89.3 86
Linfocitos 20.6 17 12 4 11.76 117 _ 13.7 0.56 7.1
Linfocitos 1400 2295 576 656 400 200 _ 890.5 100 105
totales _
Monocitos 0 4 8 4 0 .01 _ .3.9 5.65 6.1
Plaquetas 104 137 281 552 152 158 _ 171 3.77 16
Glucosa 289 17 96 112 141 387 _ 149 251 130
BUN 12 18 10.9 19 17 24 _ 96 32.8 36
Creatinina 1.18 3.6 1 2 0.98 5.59 _ 3.5 2.65 0.7
Na 138 136 136 137 135 139 _ 135 141 138
K 35 6.4 4.4 5.9 3.6 5 _ 4.7 6.2 4.1
CPK 490 _ _ _ 873 1836 _ _ 3128 _
P 15 _ B 16 12 21 _ _ 10.2 B
INR 1.4 B B 1.7 1.14 1.96 B B 0.91 B
DHL 1553 B - _ 1142 15386 B B 545 B
Bilirrubina 0.5 6.07 2.4 0.5 1.16 3.23 _ 0.96 0.61 1.76
BDirecta 0.14 3.8 1 0.1 0.69 2.52 _ 0.43 0.12 0.5
ALT 58 484 15 27 32 _ _ 100 49 32
AST 166 1115 26 31 82 _ _ 264 81 44
F. alcalina 95 123 NA 189 164 70 _ 79 107 925
Albumina 2.4 217 3.8 1.3 15 14 2.8 19 14
pH 7.21 7.08 7.47 7.35 7.2 7.08 _ 7.39 7.43 7.4
Pa02 30 27 53 44 43 82 _ 97 32.9 NR
PaCO2 49 59 275 24 47 32 _ 37.8 38.1 NR
HCO3 19 175 19.6 13 18 9.3 _ 225 15 19.2
Fi02 45 21 21 21 100 21 _ 100 60 40
SATO2 41 29 88 74 67 84 _ 97.4 62 97
PaO2/Fi02 73 128 252 209 43 178 _ 97 56 257.5
(Kriby)
indice SOFA 10 11 4 5 4 9 _ 7 7 7
Radiografias TAC: No TAC: TAC: Rx: Rx: No TAC: Rx: TAC:

Infiltrados realizados Infiltrado Infiltrados Infiltrados Infiltrados realizados Infiltrados Infiltrados Infiltrados

alveolares alveolar alveolares alveolares alveolares alveolares alveolares alveolares

difusos Gnico difusos difusos difusos difusos difusos difusos
apical
Muerto en No 30 min de No No No No Al ingreso No No No
primeras 24 admision a
hrs de urgencias
ingreso al
hospital
Causa de FOM, FOM ICC Candidiasis FOM, FOM FOM FOM, FOM SDRA
muerte SDRA invasiva y SDRA SDRA
aspergillosis
Invasiva
HGMGG= Hospital General Manuel Gea Gonzélez, INCMNSZ = Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricién “Salvador Zubiran”, IT= indice tabaquico, IMC = indice de masa corporal, SAOS= Sindrome de apnea obstructiva
durante el suefio, HAP= Hipertension arterial pulmonar, TB = tuberculosis, LES= Lupus eritematoso sistémico, EPOC=
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica, CIV= Comunicacion interventricular, SV= Signos vitales, FC = Frecuencia
cardiaca, FR= Frecuencia respiratoria, TAM= Tensién arterial sistémica, UCI= Unidad de cuidados intensivos, FOM= Falla
organica multiple, SDRA= Sindrome de dificultad respiratoria aguda, ICC= Insuficiencia cardiaca congestiva
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Hallazgos de histopatologia

Se le realiz6 necropsia a 3 (33.3%) de los 10 pacientes que fallecieron. Los

hallazgos macroscépicos y microscopicos que se encontraron fueron los

siguientes (el nimero de paciente fue tomado de acuerdo a la tabla 8):

Paciente 3: neumonia hemorragica con dafo alveolar difuso,
eritrofagocitosis en ganglios, bazo e higado, atrofia de pulpa blanca y
deplecidn linfoide en ganglios linfaticos. Se realizé rRT-PCR a muestras de
tejido pulmonar, bazo, higado y rifidn, resultando positiva en el primer
tejido, y se encontr6 PCR anidado para virus Sincicial Respiratorio en el
tejido hepatico y PCR anidado para Parainfluenza 2 en higado y bazo.

(Figuras 4y 5)

Paciente 4: edema y hemorragia intraalveolar reciente, dafio alveolar
difuso, eritrofagocitosis en médula Osea, ganglios linfaticos y bazo.
Bronconeumonia bilateral por Candida y Aspergillus. Esofagitis, nefritis
intersticial y dermatitis aguda ulcerada por Candida. Datos anatémicos de
enfermedad carencial y desnutricion severa, trombosis antigua y reciente

recanalizada con hiperplasia miointimal en vasos pulmonares. (Figura 6)

Paciente 10: edema y hemorragia intraalveolar reciente, dafio alveolar
difuso, eritrofagocitosis en higado y bazo. Bronconeumonia abscedada y
cavitada por Aspergillus fumigatus con trombosis séptica. Laringotraqueitis
aguda ulcerada y mediastinitis por Aspergillus. Dermatitis ulcerada

superficial y paniculitis septal por cocos gran positivos.
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Figura 4. Pulmén. Neumonia hemorragica en Iébulo superior derecho. (paciente 3).

Figura 5. Pulmén. Neumonia hemorragica con dafio alveolar difuso (paciente 3). Tincién con
hematoxilina y eosina (40 x).
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H i u ) . |
Figura 6. Ganglio linfatico. Infiltrado linfocitario y abundantes macrofagos con eritrofagocitosis.

(paciente 4). Tincion Hematoxilina y eosina (100x).

Hallazgos radiograficos

Al 34.1% de los pacientes se les realiz6 algun estudio radiografico, 23

(32.3%) ambulatorios y 48 (67.6%) hospitalizados.

A 67 pacientes (94.3%), se les realiz6 telerradiografia de térax, que mostré
imagenes anormales en el 61.1% del total de los casos, con los siguientes
hallazgos: patron alveolar 63.4%, patrén intersticial 7.3%, patron mixto en el

29.5%.

Se le realiz6 tomografia axial computada (TAC) de térax a 35 pacientes

(42.2%), de los cuales 91.4% tuvo un estudio anormal, con los siguientes
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hallazgos: patron alveolar 50%, patron intersticial 3.1%, patron mixto de
predominio intersticial 12.5% y mixto de predominio alveolar en 31.2%. Se
observaron infiltrados multiples 84.3% de los pacientes. Otros hallazgos
encontrados en este estudio fueron: imagen en vidrio despulido (53.1%), derrame
pleural en (25%), atelectasias (9.3%), neumotorax (2.85%), nodulos pulmonares

(6.25%), cavernas (2.85%) y derrame pericardico (3.1%).

Efectuando un analisis de las alteraciones radiograficas entre el grupo de
pacientes vivos y muertos se encontrd6 que el tener una radiografia del torax
anormal se relaciona con muerte, sin embargo sin evidencia de algun patrén

radiografico en especial. (Tabla 9)

Tabla 9. Hallazgos radiograficos de pacientes vivos y muertos

Vivos Muertos o

n= 198 (95.1%) n= 10 (4.8%) P RM (IC95%)
Alteraciones radiograficas
Rx térax anormal 8.35 (0-45-155.6)
hospitalizados 40/8 27(67.5) 8 (100) 021
Rx térax anormal 1.24 (1.1-1.5)
Vivos general 63/8 33 (52.4) 8 (100) 0.02
Igrz;':lsgen focos mdltiples 30 (88.2) 7(87.5) 1 0.93 (0.9-9.7)
Infiltrado alveolar 33/8 23 (69.7) 8 (100) 0.26 7.6 (0.40-144.2)
Iznglllérado alveolar difuso 25 (89.3) 7(87.5) 1 0.84 (0.8-9.4)
Iznglllérado alveolar unico 3(10.7) 1(12.5) 1 1.14 (0.19-7.1)
Infiltrado intersticial 41/8 14 (34.1) 0 0.18 0.11 (0.006-2.07)

Hallazgos de laboratorio
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Se encontraron varias alteraciones en los examenes de laboratorio en

relacion a gravedad de la enfermedad, las cuales se observaron tanto en los

pacientes hsopitalizados como en los muertos. En cuanto a los resultados de

laboratorios de los pacientes muertos se observa una diferencia significativa en los

valores de creatinina, alteracion en pruebas de funcién hepatica, TP, CPK, DHL,

pH, PaCO, y saturacion arterial

hospitalizados. (Tabla 10)

Tabla 10. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados vs muertos.

de oxigeno,

respecto a

los pacientes

Hospitalizados

Muertos

vivos n=52 (25%) n=10 (4.8%) P RM (IC95%)

Hallazgos de laboratorio

Hemoglobina 14.35 (6.8-17.7) 14.7 (8-21) 0.70

Leucocitos 10° 8 (1.1-25) 7 (1.5-18) 0.78

Linfocitos totales 900 (100-2640) 576 (100-2295) 0.14

Plaquetas 10° 196.5 (47-690) 158 (16-552) 0.49

Creatinina 0.84 (0.35-17.9) 2 (0.7-5.6) 0.003

Alt. Pruebas de funcién 12.75 (1.31-124.3)
hepética n = 32 8/25 (32) 6/7 (85.7) 0.03

TP 10.6 (9.2-40.2) 15 (10.2-21) 0.04

CPK 116 (18-4637) 135 (490-3128) 0.006

1347 (545-

DHL 217 (126-981) 15400) 0.002

pH 7.42 (7.28-7.57) 7.35 (7.08-7.47) 0.004

PaO, 55.75 (28-94.8) 43.5 (27-97) 0.15

PaCO, 29 (17.5-42) 37.9 (24-59) 0.02

Saturacion arterial O2 91 (54-98) 74 (29-97.4) 0.05

Hallazgos microbiolégicos
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Se obtuvo aislamiento microbiologico de 17 pacientes (7.6%), siendo 4
aspirados endotraqueales (23.5%), 5 cultivos de expectoracion (29.4%) y 8
hemocultivos (47%). De los primeros se obtuvieron 2 aislamientos de Klebsiella
pneumoniae, 1 de Enterobacter cloacae y uno con bacilos acido-alcohol
resistentes. En la expectoracion se desarrollaron 2 aislamientos de
Staphylococcus aureus sensible a meticilina (SASM), 2 de Klebsiella pneumoniae
(40%) y 1 de Haemophilus parainfluenzae. En sangre se obtuvieron 6 aislamientos
de SASM, 1 de H. influenzae y 1 de Enterococcus faecium.

No hubo aislamientos en los cultivos postmortem de las necropsias.

Analisis de componentes principales

En el andlisis de componentes principales se pudo observar que las
variables asociadas con un riesgo mayor a muerte fueron de menor a mayor
magnitud: la presencia de insuficiencia cardiaca o enfermedad pulmonar, el ser
mujer, ser un adulto joven (20-50 afos), uso de esteroides, obesidad, la presencia
de alguna comorbilidad y la ventilacion mecanica; dentro de los sintomas se
encontrd la frecuencia respiratoria alta, frecuencia cardiaca alta, vémito, disnea y
diarrea. Indicadores de alto riesgo de muerte fueron la frecuencia respiratoria alta,
la frecuencia cardiaca alta, saturacién de oxigeno baja, linfocitos totales bajos,

glucosa baja, nitrégeno ureico alto, creatinina alta e hipercalemia.

Algunas variables se identificaron con este analisis como protectoras contra

muerte. Estas variables fueron tos, fiebre, cefalea y rinorrea, muy probablemente
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indicadores tempranos de la enfermedad que permitieron que el paciente fuera
atendido al inicio de su enfermedad, o bien, aquella maniobra terapéutica que
permita un adecuado desenlace como la ventilacion mecanica no invasiva. Asi
pues, el componente principal 2 agrupo las variables asociadas a enfermedad
respiratoria asi como sus indicadores en los cuadrantes superiores e inferior a la

patologia relacionada. (Figura 7)
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Figura 7. Componentes principales para muerte.

Excrecién viral
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En 9 pacientes se tomaron muestras para definir el patron de excrecion viral
(4 fueron del INCMNSZ y 5 del HGMGG). Cinco pacientes (55%), fueron del
género femenino. La mediana de edad fue de 28.5 afos, 6 estuvieron
hospitalizados. La mediana del IMC fue de 31.5 kg/m?. De las muestras tomadas
fueron positivos 8 hisopados nasofaringeos, 4 muestras de heces, 1 muestra de
orina y 1 aspirado endotraqueal. 3 pacientes (33.3%) presentaron en 2 muestras
aislamiento viral y 1 paciente (11.1%) tuvo aislamiento en las 4 muestras. (Figura

8)

La mediana de inicio de tratamiento fue de 1 (1-10) dia. Los pacientes con
tiempo evolucion mas largo para su atencion médica, tuvieron un mayor tiempo de
excrecion viral, lo mismo que en quienes se inici6 mas tardiamente el tratamiento
antiviral. El paciente con aislamiento viral en 4 distintos sitios muestreados, tuvo
apoyo mecanico ventilatorio en UCI, y como continuaba con excrecion viral al dia
2 de tratamiento completo, se decidié duplicar dosis de oseltamivir; el resto de los

pacientes recibieron tratamiento a dosis habitual. (Figura 8)

Al paciente que tuvo tiempo de excrecion viral mas prolongada (25 dias en
aspirado endotraqueal), se le realizd busqueda de virus en hisopado nasofaringeo

desde el inicio de su atencion. Este paciente se presenté un poco antes del inicio
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de la alerta sanitaria, y su muestra se procesO por inmunofluorescencia, con
resultado negativo. No se inici6 tratamiento antiviral en ese momento sino hasta el
dia 10 de estancia hospitalaria, ya que ante la sospecha clinica se decidio repetir
el aspirado endotraqueal, obteniéndose resultado positivo en esta muestra en la
rRT-PCR.

De este grupo ninguno de los pacientes fallecio.

Figura 8. Excrecién viral. Caracteristicas generales de los 9 pacientes (derecha). Histograma de
excrecion viral, donde se observa el tipo de muestra / tiempo de aislamiento. Flecha = Inicio de
tratamiento. Asterisco = Doble dosis de tratamiento
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Secuenciacion

Se realizé la secuenciacion de fragmentos amplificados por rRT-PCR de HA
(14 muestras) y NA (15 muestras). Para la comparacion entre las diferentes cepas,
se realizo el alineamiento de estas secuencias y se generé un dendograma para
cada una de las proteinas, sin observar diferencia entre las HA y la NA entre las

diferentes cepas de este grupo de aislamientos. (Figuras 9y 10)
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Figura 9. Dendograma por secuencia de HA del virus de influenza A H1N1aislados en este grupo.

84



Descripcion Clinica, Epidemiolégica y Viroldgica de la Infeccion por el Virus de
Influenza A HIN1 O-P en Dos Hospitales del Sur de la Ciudad de México

IS MO0 Bttt L Y SR 2 N 7 S

California/04/2009 GATAACTGG/ /ATATGCAGT/ / TOGTCTAATGGAGCAMTGEAGTAANAGGETT/ / CTGEEACA

T LETCETSTE IS - NN |7 PPN 2 Al
1656/Mex/ 2000 B rerrecees e R N 7 P Ve

1610Mex/ 2000 B = rrrrerees e R N 7 P Ve

' 170/BER/I000 B = ceeeeeens Hoonn T P Adl A

New York/8233/2000 2 veevevees 17 TN i Al

Merico/InTREAI14/2008 ......... |7 PP 3 At

L/ Mea/2000 B ceeeerers Heveornnn, F B VY S

1337/ 2009 B crrerenes T 7 7 N 7 S

LGRS/ 000 B eeeerens Heveornnn, F B VY S

1ET2Mex/ 2003 B iaeeeas I 7 BTN 2 Anthoin,

1TSOMER/2009 B crererees T 7 7 N 7 S

1068/Mex/ 2008 B = reeereees Moaaianins H i e Afloinn

1T95Arg/A08 B~ rerreeees Moaaianins H i e Afloinn

0.004 0.0 0.002 0om 0.000

Figura 10. Dendograma por secuencia de la NA del virus de influenza A HLN1 aislados en este
grupo

Carga Viral

Se realiz6 la medicion cuantitativa de la carga viral obtenida en la rRT-PCR
a 158 muestras (con curvas bien definidas), graficAndose la carga viral expresada
en logaritmo base 10 y el ndmero de dias de evolucién de los sintomas
respiratorios. A través de un andlisis de regresion lineal se estimé que el
promedio de la carga viral en el dia de inicio de sintomas fue de 3.95 log*® (10,000
copias), y por cada dia que transcurria se presentd una disminucion del -0.11 del

log™® de la carga viral.
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Para este analisis se excluyeron los 3 pacientes con datos de carga viral alos 14 y
18 dias debido a que representaban un tamafio de muestra muy pequefio, que
hacia dificil la estimacion de la relacion entre las variables en estos ultimos dias.
Se decidié no quitar de la grafica estas cargas virales por la oportunidad Unica de
contar con estos datos que evidencian lo prolongado que puede ser la excrecion

del virus en estos pacientes. (Figura 11)
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Figura 11. Dias de evolucién en relacién a la carga viral.

DISCUSION
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A finales de febrero y principios de marzo de este afio se reportd un
incremento en el nimero de casos por enfermedad respiratoria aguda en el pais*.
Posteriormente, a principios de abril se reportd un brote de enfermedad
respiratoria aguda en el estado de Veracruz, dando notificaciéon del mismo a la
Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO). En este tiempo, se reporto en el
estado de Oaxaca un caso de neumonia atipica fatal en una mujer joven. En el
INDRE no se logro tipificar al agente causal de estos casos, por lo que se solicitd
apoyo a los centros colaboradores de la OMS en Canada y los CDC para su
identificacion. El 23 de abril se realiz6 la notificacion que se trataba de un virus de
influenza A HIN1 O-P, y unas horas después se confirmd que era la misma cepa

que se habia reportado en dos nifios en California en el mes de abril *3.

Con un namero de casos de infeccion respiratoria en aumento, y una nueva
cepa del virus de influenza, se inicié una alerta epidemiolégica en la Ciudad de
México, ante la posibilidad de una epidemia de influenza. Se solicitd que las

personas que tuvieran sintomas de ESI acudieran a las unidades hospitalarias.
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En los hospitales del sur de la ciudad, durante este periodo, se observé un
incremento importante en el nimero de consultas por sintomas respiratorios. En
particular, en el INCMNSZ y en el HGMGG estos pacientes fueron identificados
directamente en los servicios de urgencias y en filtros que se colocaron

estratégicamente. La figura 12 muestra un ejemplo de éstos en el INCMNSZ.

Figura 12. Localizacién de los filtros hospitalarios. Se muestra en un plano del INCMNSZ
cuantos y donde fueron colocados los filtros de sintomas respiratorios.
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El mayor nUmero de pacientes se reviso durante la segunda mitad de abril y
la primera de mayo. Llama la atencion la disminucion en el nimero de casos que
se observo en los dias posteriores de la toma de medidas de distanciamiento
social, tanto de los casos de enfermedad respiratoria, como en los confirmados

para influenza A HIN1 O-P. (Figura 2)

Como se puede observar en la figura 2, el nUmero de consultas en ambos
hospitales se incrementdé importantemente, llegando el dia de mayor afluencia
hasta 213 consultas tan sélo por sintomas respiratorios, de los cuales
correspondieron a 21 pacientes con diagnostico de influenza A HIN1 O-P, lo que

represento el 9.8% para ese dia.

Igualmente se observé que posterior al cenit comentado, el nimero de
consultas persistio en un promedio de 41 consultas por dia en los siguientes 15
dias. Esto tiene repercusiones en el exceso de trabajo para los servicios de
urgencias, y por ende en las complicaciones agregadas a esto, como son la
saturacién de los servicios de urgencias, ausentismo laboral, menor calidad en la

atencién y mal empleo de los recursos materiales °.
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La prevalencia de la infeccion por influenza A H1IN1 O-P en aquellos
pacientes que cumplieron criterio de ESI fue del 20%; sin embargo, hay que tener
en mente que en aquellos con resultados negativos y un cuadro de ESI, pudieron
estar presentes situaciones que hayan dado dicho resultado como negativo, como
son la mala técnica en la toma de muestra, el tiempo de evolucion del
padecimiento prolongado, ya que de preferencia deben tomarse muestras en las

primeras 72 hrs, y las limitaciones propias del estudio de biologia molecular &’.

En relacion a lo mencionado y con la intencion de realizar diagndstico
diferencial etiol6gico se realiz6 PCR anidado para detectar a otros patdgenos
virales, encontrando que 421 muestras (52.6%) fueron positivas para virus
diferentes a Influenza A, siendo el 5.13% por Influenza B, 47% por Parainfluenza
(tipo 1=14.2%, tipo 2=17%, tipo 3=0.63%, coinfeccion por tipo 1 y 2=14.8% y
coinfeccién por tipo 1 y 3= 0.25%) y 0.5% por virus Sincicial Respiratorio, el cual

siempre se presentd como coinfeccion con Parainfluenza.

En México se ha determinado la estacionalidad de la infeccién por los virus
respiratorios en algunos estudios locales; se ha observado que se han encontrado
al inicio de la primavera, aunque en baja cantidad, al menos esto principalmente
en nifios ®'. Estos virus son causantes enfermedad en el adulto, aunque con
menor agresion que en los nifios ®. Por los hallazgos encontrados el virus que
mas predominé fue el de Parainflunza por lo que pudo haber correspondido a un

brote agregado a la pandemia.
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Un paciente muerto presento ademas de la infeccion por virus de Influenza
A HIN1 O-P coinfeccidn con virus Sincicial Respiratorio y Parainfluenza 3. No hay
mucha literatura sobre coinfecciones virales en pacientes hospitalizados, sin
embargo en un estudio pediatrico se encontrd una coinfeccion viral en el 3% de las

8 sin aclarar el cuadro clinico. No se

infecciones de vias respiratorias bajas
puede descartar que esta paciente haya tenido una respuesta inflamatoria mas
importante tanto a nivel pulmonar como sistémico, lo que pudo haber contribuido

al desenlace fatal.

El 47.3% del resto de las muestras que habian resultado negativas para Influenza

A H1IN1 O-P fueron negativas para estos virus también.

Tanto el INCMNSZ como el HGMGG son hospitales de referencia; sin
embargo, ambos abrieron sus puertas a la poblacion general. A pesar de ello,
atendieron poblaciones diferentes, pues en el primero se observa un mayor
namero de enfermos con padecimientos reumatoldgicos y uso de esteroides, y en

el segundo pacientes mas jovenes y sin comorbilidades.
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Los pacientes que acudieron al HGMGG presentaron un cuadro de mayor
gravedad, como lo demuestran los sintomas al ingreso, ya que acudieron con
mayor frecuencia respiratoria, disnea, menor saturacion de oxigeno y menor indice
PaO,/FiO,. Lo anterior muy probablemente estuvo en relacién al tiempo que
tardaron los pacientes en acudir a valoracion hospitalaria, pues tuvieron una
mediana de 3.1 dias, al contrario del INCMNSZ que fue de 2.36 dias; esto pudo
ser debido a que los pacientes sanos, 0 no acuden, o tardan mas tiempo en acudir
a valoracibn meédica por los cuadros de infecciones respiratorias, y en ese
momento no habia mucha informacion acerca del cuadro clinico o complicaciones

que pudieran presentarse con esta cepa.

A pesar de las diferencias en el cuadro clinico de los pacientes entre ambos
hospitales, la gravedad de la enfermedad ni los laboratorios en los pacientes

hospitalizados fueron diferentes entre ambos hospitales.

El INCMNSZ tuvo un mayor niumero de pacientes vacunados para influenza
estacional de la temporada 2008, lo cual esta en relacién a la mayor comorbilidad
de los pacientes del Instituto y a que el programa de vacunacién en el adulto tiene

mucha difusion entre el personal médico y los pacientes de esta institucion.
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En este estudio, el 29.8% del total de los casos infectados requirio
hospitalizacion y el 5.5% del total de las ESI; en los E.U.A., hasta el final de este
estudio, se reportaba una tasa de hospitalizacion, en el grupo de edad entre los 25

y 49 afios, de 1.1/100,000 habitantes®™.

En cuanto al tabaquismo, se observo que el 37.1% de los hospitalizados
presentaban dicha condicibn. Se conoce que en comparacion con los no
fumadores, quienes consumen tabaco presentan un mayor riesgo de adquirir
infecciones virales de vias respiratorias superiores °* , y tienen una mayor tasa de

infeccién y gravedad de la enfermedad durante las epidemias %.

El tiempo de atencion hospitalaria desde el inicio de sintomas fue mayor en
los pacientes que requirieron hospitalizacion, lo cual traduce que en aquellos
pacientes que no tienen una evaluacién oportuna la afeccién puede ser mayor,
muy probablemente por una mayor dafio del tracto respiratorio inferior por el virus;
también nos indica que la poblacién no cuenta con una adecuada cultura de
evaluacion temprana de los padecimientos respiratorios, y que probablemente
exista una inadecuada difusién de los sintomas relacionados a la infeccion por

influenza y sus complicaciones.
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Se observd que los criterios durante la evaluacion para decidir el
internamiento fueron tanto clinicos como radiogréaficos, ya que los pacientes que
referian disnea, presentaban saturacion de oxigeno < 90%, hipotension,
frecuencia respiratoria elevada, alteraciones a la exploracion de los campos
pulmonares, y en la mayoria de quienes tuvieron alteracion en la telerradiografia
de térax, se decidié su hospitalizacion. Ahora bien, en el analisis se encontro que
los datos clinicos relacionados para la hospitalizacion fueron manifestaciones
respiratorias graves, que por ende hacen gque un paciente requiera vigilancia, tal
como la presencia de disnea, taquipnea >30 o hipoxemia.

Esto indica que en estos pacientes hay una afeccion muy importante del aparato
respiratorio por las manifestaciones clinicas, y que la presencia de otros sintomas

sistémicos no son indicadores para hospitalizacion.

El uso de esteroides se observd en 9 (14.5%) pacientes que se
hospitalizaron y en 3 (4.8%) de los no hospitalizados. Los pacientes con uso de
estos farmacos tienen dos veces mas riesgo de infecciones en general, y de las
vias respiratorias superiores como es la influenza %. Por ello, se recomienda la
vacunacion de estos pacientes anualmente. En nuestro grupo, Unicamente 2
pacientes (16%) de quienes tenian uso de esteroides estaban vacunados; hay que
considerar sin embargo, que también en ellos la seroconversion puede ser

menor®,
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Dentro de las comorbilidades especificas, la obesidad no habia sido
identificada previamente como factor de riesgo de complicaciones severas de la
influenza estacional; sin embargo se ha asociado con multiples comorbilidades y
trastornos fisiolégicos (por ejemplo, estado proinflamatorio y resistencia a la
insulina), limitaciones fisicas y alteraciones farmacocinéticas que pueden
complicar una enfermedad aguda®.

En un modelo animal, los ratones obesos tenian significativamente mayor

mortalidad cuando se infectaban con el virus de influenza *°. Los obesos, como se

ha comentado, tienen una mayor prevalencia comorbilidades asociadas a

complicaciones  por influenza, como enfermedades metabdlicas o

cardiopulmonares. Puede existir el papel de algunas hormonas sintetizadas en el

tejido adiposo, como la leptina, que pudieran provocar alteracién del sistema
96-97.

inmune y por lo tanto propension a infecciones ; Sin embargo, se requieren

mas estudios al respecto en este tipo de pacientes.

El indice de Charlson es un método que clasifica condiciones comorbidas y
el riesgo que tienen para muerte, dependiendo de dicha clasificacién. Existen
hasta mas de 5 categorias. El riesgo de muerte a un afio para la categoria 1 es de
26% . A pesar de que en el andlisis univariado el tener Charlson de 1, no sali6
significativo, ésta categoria tuvo gran importancia en el multivariado, pues significa
que con tan sélo tener una patologia hay un riesgo de morir, lo cual es meritorio en
el tratamiento oportuno de los pacientes y en la prevencion que se les ofrecera

con la vacunacion.
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El indice PaO,/FiO, fue el Unico parametro de laboratorio que se relacion6
con hospitalizacion, lo que refleja el dafio que causa la infeccion en el parénquima
pulmonar a nivel alveolar, disminuyendo el intercambio gaseoso. Diez (16.1%)
pacientes del grupo de hospitalizados, presentaron criterios de dafio pulmonar
agudo al ingreso (DPA) y 13 (20.9%) pacientes presentaron sindrome de
insuficiencia respiratoria aguda (SIRA). Es importante mencionar que la mayoria
de los pacientes eran menores de 40 afos, y aunque la presencia de comorbilidad
fue un factor que apoyd la hospitalizacion, no se encontré patologia respiratoria o
cardiovascular que estuviera en relacion a la alteracion pulmonar, por lo que el
dafio pulmonar pudo haber sido Unicamente primario, teniendo el antecedente que
las infecciones virales puede ocasionarlo; dentro de los hallazgos histopatol6gicos
pulmonares, en 2 de las necropsias se encontr6 dafio alveolar difuso, que esta

bien descrito en el SIRA primario.

El indice PaO,/FiO, en los pacientes que fallecieron fue de una mediana de 128
(43-258 mmHg), lo cual indica un mayor dafilo pulmonar; en reportes previos se
ha descrito que los pacientes con DPA el riesgo de muerte no es diferente a los

pacientes con SIRA, con un 38.5 y 41%, respectivamente *°.
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Se identificaron 3 variables como factores de riesgo en el analisis
mulitivariado tanto para hospitalizacion como para muerte, incluyendo la obesidad,

un indice de Charlson de 1y la taquipnea mayor a 30.

Como se ha mencionado la obesidad es un factor que previamente no se
habia descrito como riesgo para esta infeccion, y es una comorbilidad no evaluada
por el indice de Charlson, la cual, si se sumara a este ultimo, por el hecho de tener
2 comorbilidades aumentaria aun mas el riesgo de infeccion.

Evidentemente el hecho de ser una infeccion con afeccion pulmonar tiene
repercusion en la fisiologia de la via respiratoria, por lo que la taquipnea es signo
que pudiera estar hablando de una alteracion mas importante, como pudiera ser

hipoxemia y a su ser un dato indirecto de otros sintomas como la disnea.

En cuanto a la mortalidad, ésta correspondio al 4.8% de la poblacion total
infectada, la cual es mayor a la reportada por Garske et al, pues él menciona que

este virus tiene una letalidad aproximada del 0.5%, similar a la influenza

|100.

estacional™"; sin embargo, dicha mortalidad parece que varia de pais en pais,

ademas de que las muertes han ocurrido en personas mas jovenes que en las

ocurridas por influenza estacional > **,
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Considero que hay factores relacionados a este incremento en la letalidad
en nuestro estudio: 1) Los hospitales son centros de referencia, uno de segundo y
otro de tercer nivel, los cuales abrieron sus puertas a la poblacién general, por lo
que llegaron pacientes de varias zonas de la ciudad; 2) La comorbilidad estuvo
presente en el 100% de los muertos, algunos mas de una, por lo que aumenta el
riesgo de muerte, por el simple hecho de tenerla; 3) La poblacion mexicana en
general no acude tempranamente a evaluacion médica, sino hasta que presentan
molestias mayores, lo cual pudo haber hecho que se agravaran los sintomas; el
impacto de la infeccion por influenza no estaba muy difundida en la poblaciéon en
general y médica, y es una enfermedad que con anterioridad se buscaba poco por
el personal de salud, lo cual pudo haber influido en un deficiente diagndstico
oportuno, y 4) Muchos pacientes que acudieron con ESI en esa fecha tuvieron
una prueba negativa (ya sea por mala técnica en la toma, almacenaje o
procesamiento de la muestra), lo cual no significa que no hayan padecido la

enfermedad.

Hubo factores relacionados a mortalidad que se repitieron en el andlisis
univariado hecho con la poblacién general, asi como con la poblacién de pacientes
hospitalizados. De éstos, tanto la disnea como la relaciéon PaO,/FiO, alterada
fueron méas frecuentes en los pacientes muertos. Dichos parametros hablan de

afeccion a nivel respiratorio bajo, lo cual habla de un mayor dafio pulmonar.
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También los parametros de laboratorio son un buen marcador que nos
habla de progresion de la enfermedad, pues se encontraron varios indicadores de
una disfuncion de diferentes érganos, como las pruebas de funcion hepatica (BT,
AST, FA, TP y glucosa), funcion renal (creatinina), funcion muscular (CPK) y
funcién respiratoria (pH, PaCO2 y saturacion arterial de oxigeno). Dichos
parametros también se repitieron en el analisis univariado de pacientes vivos y
hospitalizados para muerte.

No hubo oportunidad de realizar rRT-PCR a multiples tejidos con la
finalidad de encontrar presencia viral en el tejido de todos los pacientes que
fallecieron, como ha sido el caso de los pacientes muertos por la infeccion de
influenza A H5N1'%; sélo se realiz6 en 2 necropsias, encontrando Unicamente en
una de ellas la prueba positiva a nivel del tejido pulmonar; sin embargo, no hay
que olvidar que factores como el tiempo de toma y procesamiento de la muestra,
tomando como referencia el tiempo de inicio de sintomas, pudo haber influido en
no encontrar la presencia del virus, como sucede en la infeccion por influenza

estacional 2.

Hasta este momento no se considera a este virus altamente patogénico *°°;
sin embargo, ¢de qué murieron estos los pacientes?. Todos los pacientes que
murieron tenian alguna comorbilidad, de las cuales la obesidad fue la mas
frecuente, la cual per se condiciona mortalidad en la poblacién general %%, asi

como aquellos que acuden a una terapia intensiva %

; como se ha expuesto
anteriormente, hay factores que pudieran estar relacionados entre la influenza y la

obesidad.
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Ahora bien, por los hallazgos de laboratorio encontrados en los laboratorios, hay
evidencia de una mayor afeccién organica en los pacientes que murieron, como lo
demuestra un mayor puntaje de SOFA, 7 (p=0.02). Dicha afeccion pudiera estar
en relacion a la falla respiratoria que condiciona el virus y por ende a una
importante hipoxemia generalizada, que va dafiando la funcion de varios 6rganos
(falla organica multiple) y que finalmente provoco la muerte en estos pacientes.
Es importante el efecto que muy probablemente haya desencadenado la infeccion
del virus a nivel inmunoldgico, en cuanto a la produccién de citocinas se refiere,
pues asi como se ha descrito en casos previos de infeccion por influenza aviar
H5N1, pudiera estar implicada la tormenta de citocinas en estos pacientes; sin

embargo, hasta la fecha no hay informacion acerca de esto.

Hay varios determinantes virales involucrados en la patogenicidad de la
infeccion por los virus de influenza (sensibilidad de la HA a la activacion de las

proteasas del huésped '

, especificidad de unién a los receptores de acido sialico
del huésped y los complejos de la polimerasa del virus. Tanto la PB1, PB2 y PA,
inhibicién de la respuesta inmune —disminucion en la produccion de interferon-),

los cuales no se han especificado en este virus, y son campo de futuros estudios

para normar rutas terapéuticas.
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Por otra parte, se observO que en aquellos pacientes que inician
tardiamente el tratamiento antiviral es un factor para de riesgo de muerte.
Colocando un punto de corte a los 3 dias, se observa una diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.03), por lo que a pesar de las
recomendaciones que se dan con influenza estacional, sugiero prolongar la

ventana para el inicio de esta infeccion.

Asi como hubo factores de riesgo para muerte, también se encontraron
factores protectores. Fueron datos clinicos: cefalea y rinorrea, los cuales pueden
estar en relacion a una afeccion mas localizada a vias respiratorias altas, o asi
como a una atencion mas temprana de la enfermedad antes del involucro de

tejidos mas profundos.

Dentro del analisis de componentes principales se identificaron variables
que pueden agruparse como factores de mayor riesgo para muerte, o bien
protectores para ésta. Se puede observar que las variables con mayor peso en
relacion a muerte tienen que ver con la falla organica multiple que presentan los
pacientes (falla respiratoria, creatinina y potasio elevados, asi como datos

indirectos de falla hepatica como la glucosa baja).
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En cuanto a la proteccidon se identificd6 que la rinorrea y la cefalea
presentaron mayor peso, probablemente por ser una infeccion localizada a las
vias respiratorias altas o por acudir con un sintoma diferente a un sintoma
respiratorio, en el caso de cefalea; sin embargo el uso de ventilacibn mecéanica no
invasiva es una maniobra que permite un mejor desenlace, por el menor nimero
de complicaciones relacionadas a su uso, al contrario de la ventilacion mecéanica

invsiva.

De los hallazgos histopatoldgicos resalta la presencia de dafio alveolar
difuso y hemorragia pulmonar, el cual ha sido descrito en las otras pandemias, en

la infeccién por influenza A H5N1 y en casos de influenza estacional grave *°*1%%

197- se ha relacionado a la actividad local del proceso inflamatorio originado por el

virus. Sin embargo, falta informaciéon mas detallada para poder afirmarlo.

También se observd la presencia de eritrofagocitosis, la cual se ha
observado en varias series de infeccién por influenza en un porcentaje hasta del
18% %% sin embargo no se tomaron marcadores bioquimicos que apoyen el
diagnostico de éste, por lo que sugiero que a futuro se lleven a cabo para su

correlacion.
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Solo en un paciente se observo la presencia de bacterias en el tejido
pulmonar, sin embargo no tuvo aislamientos bacterianos en vida, a pesar de su
busqueda. No se solicitd cultivo postmortem del tejido. En relacion a esto, es
interesante observar que muy pocos aislamientos bacterianos se evidenciaron en
este estudio, siendo el SASM el microorganismo mas frecuentemente encontrado,
sobre todo en expectoracion y en hemocultivos (2 y 6 pacientes, sin cotejar entre
los pacientes). Dos de los pacientes con bacteriemia fallecieron, sin poder

evidenciar la presencia de endocarditis.

El S. aureus es un organismo frecuentemente encontrado en las
coinfecciones, y se ha relacionado a un curso fulminante, lo cual se ha descrito en
series epidémicas de influenza'®®. El segundo microorganismo aislado maés
frecuentemente fue K. pneumoniae, el cual no se habia descrito en otras series.
Esta baja frecuencia de coinfeccion bacteriana puede reflejar la distribucibn méas
baja de complicaciones neumodnicas que se ha observado también durante
temporadas de influenza interpandémica, secundaria muy probablemente a
cambios en el acceso a atenciébn médica, mejores técnicas para el diagndstico
diferencial de infecciones respiratorias virales y bacterianas, la disponibilidad de la
vacuna antineumocdcica y la disponibilidad de tratamiento antimicrobiano de

amplio espectro >> 192,
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Algo que resalta es la coinfeccion por infeccion fangica en 2 pacientes
sometidos a necropsia, encontrando Candidiasis y Aspergilosis invasivas. Estas

102

coinfecciones se han reportado anteriormente %, (hasta el 2008, sélo 5 casos *®

199 sobre todo en infeccién por influenza estacional, asociada principalmente a
inmunosupresion, denotando que hay una fuerte alteracion del sistema

inmunologico previa y a la par de la infeccion por influenza.

Los estudios imagenoldgicos son una herramienta util para evaluar el dafio
pulmonar por la infeccidén. Se obtuvo informacion imagenologica en el 77% de los
pacientes hospitalizados. La radiografia de térax fue una estudio sumamente
importante para decidir el internamiento de los pacientes, ya que fue anormal en el
72.5% de los pacientes hospitalizados y en el 26.1% de los ambulatorios (p<0.001,
OR 3.87 [IC95% 1.74-8.64]). Y el hecho de tener una imagen radiografica
anormal, fue un factor de riesgo para muerte, sin observarse predominio por algun
patron en especial, por lo que este dato, al menos en este estudio nos indica que
una alteracion pulmonar, cuando se presenta, indica una afeccion organica

importante que puede poner en peligro la vida.
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Se ha descrito muy poco acerca de los hallazgos radiograficos de los

pacientes con influenza en adultos **°.

En las series de casos se reportan varios
patrones a nivel del parénquima pulmonar por TAC, predominando el vidrio
despulido y el patron intersticial, asi como complicaciones radiograficas con
bronconeumonia®!; lo anterior fue visto en muy bajo porcentaje en nuestro
estudio. Hasta la fecha, no hay un estudio comparativo entre la radiografia y la
TAC con pacientes con influenza; sin embargo en 5 (14%) de los pacientes que se

les realizé6 TAC tenian una radiografia normal del mismo dia, lo cual corrobora que

ésta es un estudio mas sensible.

En este estudio se muestran datos por primera vez acerca de la excrecién
de este nuevo virus. Dentro de éstos destaca el aislamiento en el muestras
respiratorias de todos los pacientes, asi como el aislamiento en heces en 4 de los
casos y en uno en orina. Sin embargo, hasta el momento no se ha podido
demostrar la presencia de receptores de acido sialico especificos para el virus en
los tejidos del tubo digestivo o de la via urinaria, por lo que se necesitan mas

estudios para determinar el significado de estos resultados %+ *°*,
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Gracias a este grupo de excrecion viral se pudo observar que entre mas
temprano se inicia el tratamiento, mas rapido disminuye la excrecién viral en la via
respiratoria y es menos probable que se encuentre en otros 6rganos; por ende la
probabilidad de contagio a otras personas disminuye, pues la excrecion por
aerosoles es menor y la excrecion en heces y orina no se llevaria a cabo, las
cuales pueden ser medios de contaminacion probablemente (fecal-oral). Se ha
visto en estudios que miden la carga viral, que en cuanto se inicia el tratamiento

112-114,

con oseltamivir, se reduce la carga viral al dia siguiente ; en este estudio no

se realizo carga viral en plasma.

El mayor tiempo de excrecion viral esta relacionado con la presencia de
comorbilidad >’ como se observa en este grupo, pues los pacientes que
excretaron mas tiempo tenian alguna de ellas, siendo la obesidad la Unica en
todos ellos. Ninguno de estos pacientes tenia uso de esteroides, pero podria ser
un factor que promueva mayor duracion de excrecion viral.

Se cree que posterior a las 48 hrs de inicio del cuadro el tratamiento no es
tan efectivo en la influenza estacional *****°; sin embargo también se ha visto que
el tiempo de ventana terapéutica se debe ampliar en aquellos pacientes con
alguna comorbilidad o estado de gravedad, pues se ha demostrado que el dar
tratamiento a pesar de acudir tardiamente a la atencion médica es muy
beneficioso *?°, por lo que puede aplicarse también a esta infeccion. La excrecién
viral de los hospitalizados puede durar mas tiempo, por lo que se deben tomar
muy bien las medidas de aislamiento y proteccion para evitar la transmisién del

virus 2.
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Un paciente presentd excrecion viral con una duracion de aproximadamente
25 dias, lo cual fue dado por un falso negativo del primer hisopado nasofaringeo,
muy a principio de la epidemia, con su posterior demostracion en un aspirado
endotraqueal, lo cual nos reafirma que en una pandemia, todo paciente que tenga
un ESI y mas cuando éste sea grave, se debe tratar como si tuviera la infeccion, a

pesar de no tener una prueba positiva.

El andlisis molecular que se realizo a 15 muestras al azar, se determiné que
el virus que infectd a todos los pacientes fue la misma cepa, sin cambios hasta
ese momento en sus caracteristicas, al menos en la HA y la NA. Es interesante
mencionar que uno de los pacientes adquirié la infeccibn en Argentina, sin
embargo, no hubo diferencias en las caracteristicas, como se menciona. No se
realizaron andlisis de sensibilidad del virus, sin embargo no se han reportado en
México casos de resistencia a los inhibidores de neuraminidasa, asociada a la
mutacién H275Y, siendo éstos muy esporadicos aun 2%, pero no hay que olvidar
que en la temporada de invierno pudiera predominar alguna de estas cepas
resistentes. Es importante realizar un seguimiento mensual de las caracteristicas
génicas de las proteinas viricas, con la finalidad de identificar mas rearreglos y

tomar las conductas pertinentes, como dar aviso de ello.
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Se han correlacionado significativamente los titulos del virus de influenza en
hisopado nasofaringeo con la presencia de fiebre y otros sintomas sistémicos'?*.
En la figura 11 se observa que hay una mayor cantidad de pacientes con carga
viral alta (cuantitativa) en los pacientes que acudieron en los primeros 5 dias de
evolucion con sintomas, en comparacion con aquellos que llegaron mas
tardiamente; sin embargo, también se observa que hubo pacientes que llegaron
tardiamente y presentaron cargas virales altas, lo cual es de esperarse en
aquellos pacientes que inician el tratamiento posterior a las 24 hrs, como se ha

reportado en aquellos infectados por influenza estacional*?.

La carga viral media de los pacientes infectados fue de 3.95 log™ y
conforme pasan los dias ésta disminuye el 0.11 de la carga viral por dia
transcurrido, lo cual no se ha descrito previamente y puede estar relacionado a la
presentacion aguda de la enfermedad con una alta replicacion viral que
posteriormente, conforme pasan los dias, dicha carga viral va disminuyendo. Sin
embargo, antes de que la carga viral pueda ser utilizado como un marcador
subrogado de la gravedad de la enfermedad o efectividad del tratamiento antiviral
se requieren mas estudios prospectivos con pacientes tratados y no tratados, asi
como graves y ambulatorios, y la medicién de otros marcadores, como los niveles

de citocinas, para predecir el desenlace clinico.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas clinicas asociadas a una mayor probabilidad de
hospitalizacion en esta poblacion fueron obesidad, un indice de Charlson de 1

y taquipnea >30.

La mortalidad en esta cohorte fue del 4.8%.

Los factores asociados a muerte fueron comorbilidad preexistente,
obesidad, tiempo de evolucién mayor a 3 dias antes de atencion médica y los
datos de mayor afeccion respiratoria previa (taquipnea >30 y relacion

PaO,/FiO; baja).

En el estudio histopatoldgico, las caracteristicas mas notables fueron la

afeccion pulmonar y como hallazgo, eritrofagocitosis.

El tiempo de excrecion viral fue mas prolongado en aquellos pacientes que
requirieron hospitalizacion. En este grupo de pacientes, se obtuvieron

aislamientos de muestras no respiratorias (heces y orina).
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No se encontraron diferencias en la secuencia de los segmentos del gen de

hemaglutinina y neuraminidasa amplificados en este grupo de aislamientos.

La carga viral es mayor al inicio de la enfermedad y va disminuyendo

conforme pasan los dias de inicio de sintomas.
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El diagrama muestra la historia genética completa del virus de influenza A H1IN1 (S-OlV). Cada
una de las 7 tablas representa la composicidn génica de un virus de influenza en particular en el
tiempo. Los segmentos génicos se muestran en el eje de las ordenadas y las fechas en el eje de
las abscisas. El color designa al virus de influenza aviar y su comportamiento en el linaje de cada
uno de los virus. Se muestran tanto los virus HIN1, como H2N2 y H3N2. El actual virus se

muestra en la parte inferior izquierda.

Modificada de **
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Anexo 2: Tomay recoleccién de hisopado nasofaringeo

Hisopado nasal:

1.- Insertar un hisopo seco de poliéster o dacron en cada una de las fosas
paralelamente al paladar colocando la cabeza del paciente a 45°. Mantenerlo
inmovil por unos segundos y retirarlo suavemente realizando un movimiento

rotatorio.

2.- Introducir cada uno de los hisopos en el tubo que contiene el medio de
transporte viral (2-3 ml) y cortar la varilla para que sélo quede la porcién adherida
al hisopo dentro del tubo. Cerrar el tubo con la tapa de rosca. Los hisopos

siempre deben mantenerse humedos.

3.- Mantener los medios de transporte a 4°C.

Figura de Anexo 2: Observe como se introduce el hisopo
teniendo la cabeza inclinada hacia la parte posterior a 45°.
La introduccion del hisopo es en linea recta.
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Anexo 3. Determinacion de Influenza A HIN1 en muestras de hisopado
nasofaringeo por técnica rRT-PCR

Protocolo de extracciéon de acidos nucleicos

Recoleccién de la Muestra (Area 1)

Especimenes Aceptables

Los especimenes respiratorios incluyen lavado broncoalveolar, aspirado traqueal,
esputo, lavados o aspirados nasofaringeos u orofaringeos, e hisopados
nasofaringeos u orofaringeos. Los hisopados deben ser colectados sélo con
hisopos con punta sintética (tales como poliéster o dacron) y vastago de aluminio
o plastico. No se recomiendan los hisopos con punta de algodon y vastago de
madera. Los especimenes colectados con hisopos con punta de alginato de calcio
no son aceptables.

Criterios de Exclusion: Especimenes no mantenidos a 2-4°C (<4 dias) o
congelados a -70°C 6 menos.

Tipo de Muestra

Los hisopados nasofaringeos u orofaringeos deben estar contenidos en 3 mililitros
de medio de transporte para virus respiratorios (MTV).

Los lavados o aspirados deben ser de coleccidn reciente en recipiente estéril, por
lo menos 5 mililitros.

Identificacion de la Muestra

La muestra debe estar perfectamente identificada, conteniendo en la etiqueta
nombre completo del paciente, nUmero de registro (si lo tiene), fecha de la toma 'y
ubicacion del paciente o del médico, acompafiada de una solicitud de estudio.
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Material y Equipo

Campana de Seguridad Biolégica
Centrifuga (1,000 a 3,000 rpm)

Tubos estériles libres de nucleasas de 1.5 ml
Jeringas estériles de 5 ml

Filtros estériles con membrana de 0.45um
Pinzas

Recipiente con hipoclorito de sodio al 0.05%
Guantes

Cubrebocas de alta eficiencia

Batas quirargicas

Separacion de la muestra

1.

Se agita vigorosamente el tubo con el hisopo dentro para descargar la
muestra en el medio.

Se exprime el hisopo sobre la pared del tubo y se desecha en el recipiente
con hipoclorito de sodio al 0.05%.

El tubo se agita en voértex para deshacer moco

Se centrifuga a 1,500 rpm, a 18°C durante 10 minutos para sedimentar
células.

Se toman 2 ml del sobrenadante con una jeringa y se pasan por un filtro de
0.45um, separandose en dos alicuotas de 1 ml cada una en tubos de 1.5y
se congelan para cultivo posterior.

El sedimento celular se resuspende en el medio remanente. Se separan
300 pl para su lisis posterior en otro tubo de 1.5 ml. El resto se congela a
-70°C.
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Extraccion (Area 2)
Para la extraccion se utiliza el sistema automatizado NUcliSENS easyMAG

(BioMerieux, Holanda).

Material y Equipo

e Equipo de extraccion NucliSens easyMAG

e Pipetas de transferencia

e Puntas con filtro de 20-200 pl

e Micropipeta de 20-200 pl

e Tubos estériles libres de nucleasas de 1.5 ml
e Tubos estériles libres de nucleasas de 0.5 ml
e Tubos de poliestireno desechables de 4 ml

o Buffer de lisis Nuclisens

e Silica magnética MagSIL Nuclisens

e Proteinasa K =220 Units/mg

e H0 libre de DNasas y RNasas

e Guantes desechables libres de talco y polvo

Pre-tratamiento

7. Adicionar 25 ul de proteinasa K al tubo con la muestra para lisis,
homogenizar.
8. Incubar 15 min a 55 °C.

Extracciéon

9. Adicionar la muestra tratada con proteinasa K a 2 ml de buffer de lisis
NucliSens, homogenizar.

10.Incubar 10 minutos a temperatura ambiente, homogenizar.

11.Transferir la muestra lisada a los contenedores del equipo NucliSens
easyMAG vy adicionar 100 pl de silica magnética MagSIL (50 ul de silica +
50 ul de H20 libre de DNasas y RNasas) a cada muestra, homogenizar.
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12.Proceder con la extraccidon automatizada de acuerdo a las instrucciones del
equipo.

13.Eluir los &cidos nucléicos con 60 ul de buffer de elucion. Transferir a tubos
de 0.5 ml y guardar a -70°C.

RT-PCR en Tiempo Real para identificar Influenza A HIN1

Consideraciones generales
v' Evitar la contaminacién de las muestras

Debido a la sensibilidad del ensayo, se deben tomar precauciones especiales
para evitar amplificaciones falsas positivas:

e Mantener areas separadas para la extraccion, preparacion de la mezcla
de reacciéon y manejo de acidos nucleicos.

e Mantener equipo separado y especifico para la extraccion, preparacion
de la mezcla de reaccion y manejo de acidos nucleicos (pipetas,
microcentrifugas, tubos, puntas).

e Vestir bata de laboratorio, de preferencia desechable, en cada area. No
ingresar al area de preparacion de mezcla de reaccién con vestimenta
usada en las areas de extraccion y manejo de acidos nucleicos.

e Utilizar guantes desechables. Cambiarlos al salir de cada area y cada
vez que exista posibilidad de haber sido contaminados.

e Mantener los reactivos y tubos de reaccion tapados tanto como sea
posible.

e Utilizar siempre puntas con filtro.

v' Preparacién del equipo
Limpiar y descontaminar las areas de trabajo, pipetas y centrifugas con una
solucion de cloro al 5% (pueden usarse reactivos como “DNAzap” o “RNase
AWAY”) para minimizar el riesgo de contaminacion con acidos nucleicos.

v' Preparacién de reactivos
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Primers y sondas

= Mantener a -20°C. Las sondas pueden mantenerse, en obscuridad,
hasta por 3 meses a 2-8 °C.

» Preparar alicuotas de cada sonda y primer. Calcular el volumen a
utilizar en cada reaccion para evitar volver a congelar las sondas.

= Mantener los primers y sondas siempre en frio durante el ensayo.

Reactivos para PCR en Tiempo Real

= Mantener los reactivos a -20°C.

= Descongelar y mantener los reactivos siempre en frio durante el
ensayo.

= Mezclar los reactivos por inversion, nunca agitar con vortex.

NOTA :

Mantener la placa de 96 pozos en la placa enfriadora durante todo el proceso,
desde que se dispensan la mezcla de reaccién, las muestras, los controles
negativo y positivo, y hasta colocar en el termociclador.

Material y Equipo

e Sistema de deteccion de PCR en Tiempo Real para tubos o placas de 96
pozos de 0.2 ml

e \ortex

e Microcentrifuga

e Centrifuga de placas

e Guantes desechables libres de talco

e Kit de micropipetas automaticas (4xvol.variable)

e Puntas con filtro (0.5-20, 20-200)

e Tubos estériles libres de nucleasas de 1.5 ml

e Placas ¢pticas de 0.2 ml

e Tapas Opticas para placas de 0.2 ml

¢ Placas de enfriamiento para tubos de 1.5 mly placas de 96 pozos

e SuperScript Il Platinum One-Step Quantitative kit

e Primers 40 uM

e Sondas marcadas con FAM y BHQ 10 pM

e H20 libre de DNasas y RNasas
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Primers y sondas

Primer y Sonda Secuencia (5'>3’)
InfA-F GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
InfA-R AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA
InfA-P FAM-TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG-BHQ
swinfA-F GCACGGTCAGCACTTATYCTRAG
swinfA-R GTGRGCTGGGTTTTCATTTGGTC
swinfA-P FAM-CYACTGCAAGCCCATACACACAAGCAGGCA-BHQ
swH1-F GTGCTATAAACACCAGCCTYCCA
SwH1-R CGGGATATTCCTTAATCCTGTRGC
SwH1-P FAM-CAGAATATACATCCRGTCACAATTGGARAA
RNP-F AGATTTGGACCTGCGAGCG
RNP-R GAGCGGCTGTCTCCACAAGT
RNP-P FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG

Cada muestra es analizada, por separado, con 4 sets de primers y sonda.

Set 1: InfA, primers y sonda universales para Influenza A
Set 2: swinfA, cepas provenientes de cerdo

Set 3: swH1, cepas de cerdo H1

Set 4. RNP, RNasaP, control interno positivo

Condiciones de reaccion (Area 3)

Mantener todos los reactivos en frio durante la preparacion del ensayo.
Descongelar los primers, sondas y el vial de 2X Reaction Mix.

Mezclar con vortex los primers y sondas y por inversion la 2X Reaction Mix.
Centrifugar los reactivos brevemente y colocarlos en la placa de
enfriamiento.

5. Realizar una mezcla de reaccion por cada set de primers y sonda.

PR
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Mezcla de reaccion

Volumen de reactivo por

Reactivo reaccion (ul)
H20 libre de nucleasa 55
Primer Forward 0.5
Primer Reverso 0.5
Sonda 0.5
SSlII RT/Plaltinum Taq Mix 0.5
2X PCR Master Mix 12,5
Volumen Total 20.0

6. Mezclar con pipeta. No agitar con vértex.

N

Centrifugar por 5 seg y colocar la mezcla en la placa enfriadora.

8. Dispensar 20 pl de la mezcla de reaccion en cada pozo de la placa de 96.
Mantener la placa en frio mientras se dispensa la reaccion. Utilizar el

siguiente esquema:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [ InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA
B swinf | swinf | swinf | swinf | swInf | swinf | swinf | swinf | swInf | swinf [ swinf | swinf
A A A A A A A A A A A A
swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 [ swH1 | swH1
RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP
E InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA
E swinf | swinf | swinf | swinf | swinf | swinf | swinf | swinf | swinf | swinf | swinf [ swinf
A A A A A A A A A A A A
G| swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 [ swH1 | swH1
RNP | RNP [ RNP | RNP | RNP | RNP | RNP [ RNP | RNP | RNP | RNP | RNP

9. Adicionar 5 ul de H,O libre de nucleasa al pozo del control negativo (NTC) y

tapar los pozos.
10.Mover la placa al area de manejo de acidos nucléicos
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(Area 4)

11.Adicionar 5 pl del RNA de las muestras a cada reaccion. Cambiar la punta
para cada pozo. Tapar los pozos cada vez que se termine de adicionar una
muestra

12.Mover la placa al area de adicion de control positivo. Agregar 5 ul a cada
reaccion y tapatr.

Esquema de distribucion de muestras:

NTC M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11

NTC M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11

NTC M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11

NTC M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11

M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M22 C+

M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M22 C+

M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M22 C+

I| Q|| mMO|lO| | >

M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M22 C+

13.Centrifugar la placa a 500 x g por 30 seg. Volver a colocar la placa de
reaccion en la placa enfriadora
14.Colocar la placa en el equipo de PCR en Tiempo Real.

Condiciones de amplificacion (Area5)

Proceso Temperatura 'y Tiempo
Retrotranscripcion 50°C 30 min
Activacién Platinum Taq 95°C 2 min
Amplificacion 95°C 15 seg
45 ciclos 55°C 30 seg
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Interpretacion de resultados

Los controles negativos no deben mostrar curvas de fluorescencia por
arriba de la linea de reaccion de fondo. Si se observa una curva de
fluorescencia en cualquiera de las reacciones, puede haber ocurrido una
contaminacion. Invalidar la corrida y repetir el ensayo. Desechar la alicuota
de H,0. Revisar el procedimiento para determinar la causa de la falla.

Controles positivos: Todas las reacciones deben ser positivas antes de los
40 ciclos. Si alguna de las reacciones resultara negativa, se invalida la
corrida y se repite. Desechar el control positivo y utilizar uno nuevo. Revisar
el procedimiento para determinar la causa de la falla.

Todas las muestras clinicas deben exhibir una curva para RNasaP que
indica que la calidad de la muestra es aceptable. Si el resultado es
negativo:

= Bajo numero de células en la muestra clinica.

» Falla en el proceso de extraccion. Revisar si existen reacciones positivas
en las otras muestras clinicas. Revisar si existen reacciones positivas en
las otras 3 reacciones. Reextraer la muestra. Revisar el procedimiento
para determinar la causa de la falla.

Si todos los controles cumplen los criterios mencionados, los resultados pueden
interpretarse da acuerdo a la siguiente tabla:

InfA (Ct<40) | swinfA (Ct40) | swH1 (Cts40) | RNP (Ct<37) Resultado Observacion
+ + + + Influenza A HIN1
+ - + + Influenza A HIN1
+ - - + Influenza A
- - - + Negativo
+ + - + Indeterminada Repetir rRT-PCR”
- - - - Indeterminada eifrZig:(;s*

" Repetir con la misma muestra y en caso de obtener el mismo resultado, secuenciar.
* Repetir reextraccion de RNA 'y rRT-PCR, si el resultado es igual, reportar muestra invalida.
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador

Departamento de Infectologia
Laboratorio de Biologia Molecular

Determinacion de Influenza A H1IN1

Zubiran

Fecha: Placa: Termociclador:
. Volumen de reactivo por
Reactivo L Xn
reaccion (ul)
H20 libre de nucleasa 5.5
Primer Forward 0.5
Primer Reverso 0.5
Sonda 0.5
SSllIl RT/Platinum Taq Mix 0.5
2X PCR Master Mix 125
Volumen Total 20.0
RNA 5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA
NTC
swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA
NTC
swH1 swH1 swH1 swH1 swH1 SwH1 swH1 swH1 swH1 swH1 swH1 swH1
NTC
RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP
NTC
InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA
C+
swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA swinfA
C+
swH1 swH1 swH1 SswH1 swH1 SwH1 swH1 swH1 swH1 swH1 swH1 swH1
C+
RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP RNP
C+
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Secuenciacion

Los productos de rRT-PCR fueron secuenciados mediante un secuenciador
automatico (Genetic Analyzer 3130xl). Dicha secuenciacion se realizé a 15
muestras. La identidad genética de las cepas fue determinada por comparacion de
las secuencias con cepas del GenBank. Se realiz6 un dendograma de alineacion

multiple usando el software PC:GENE.
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Anexo 3. Instrumento de evaluacion

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE INFECCION POR INFLUENZA
Reporte de enfermedad respiratoria aguda grave ADULTOS

Datos demogréficos
Nombre y apellidos: | |

Edad (afios cumplidos): | | | Género: 1) Masculino  2) Femenino

Ocupacién Peso kg

Numero de expediente | | y/o teléfono para contacto: | |

Domicilio

Delegacion Ciudad | | Estado | |

Hospital donde se le esté atendiendo | |

Sitio de atencidén: Consulta de Urg Hosp de Urgencias UTI Piso

Transmision

En la Ultima semana, ¢ha tenido contacto con alguna persona que haya padecido alguna enfermedad

respiratoria? 1) No 2) Si — edad(es): | | afios cumplidos | |afios cumplidos
Parentesco | I | Lugar | I I
En la semana previa a su padecimiento, ¢ha tenido contacto con? : 1HSi  2)No

1) Personal de Salud ~ 2) Personal de Guarderias ~ 3) Personal de Asilos  4) Granjeros

En la semana previa a su padecimiento, ¢ha acudido a alguno se los siguientes sitios?: 1) Si 2)No

1) Hospital | | 2) Guarderia | |

3) Asilo | | 3) Granjas | |

¢En la dltima semana ha acudido a eventos masivos (congresos, conciertos, eventos de culto? 1)Si  2) No
¢Cuél (es)? | I ¢Do6nde? | |

¢En la dltima semana ha tenido contacto con animales? 1)Si 2)No  Tipol |

Tuvo contacto con alguna persona dx con influenza 1) Si 2) No No. dias antes de iniciode Sx 1 |
NUmero total de personas que habitan en su domicilio: | | |

¢Ha realizado algun viaje en el Gltimo mes?

1)Si 2)No Lugarl I Fechasl___ Il lal__ 11 |

En la Gltima semana, ¢ha tenido contacto con nifios entre 2y 5 afios?: 1) Si  2) No Numerol___|

En los Gltimos afios, ¢recibié la vacuna contra influenza? —> 2006 1)Si  2)No
2007 1)Si  2)No
2008 1)Si  2)No
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Co-morbilidad:

En el siguiente apartado, marque si padece alguna de las siguientes enfermedades: 1)Si  2) No

1) DM2 2) HAS 3)IRC 4) Hepatopatia 5) Cardiopatia 6) VIH
7) Neoplasia  8) Embarazo 9) EPOC 10) Asma 11) Obesidad (IMC) I I

10) Algun tipo de Inmunodeficiencia (especifique) | I

Antecedentes de tabaquismo:
Fuma actualmente 1) No 2) Si Fumo previamente 1) No 2) Si No. de afios | [

indice tabaquico: (No. cigarrillos fumados por dia x afios fumados / 20): | |

Padecimiento

Fecha de inicio del primer sintoma (dia-mes): | | || |-2009.

Llene la siguiente tabla de acuerdo a lo que se solicita

Fecha de Respiratorio | Fecha de término | Fecha de Sistémico Fecha de término
Inicio (dia / mes) Inicio (dia / mes)
(dia / mes) o Continua (dia / mes) o Continua

/ Rinorrea / / Fiebre (>38 °C) /

/ Odinofagia / / Malestar general /

/ Disnea / / Mialgias /

/ Sibilancias / / Fatiga /

/ Tos / / Calosfrios /

/ Expectoracion / / Cefalea /
¢Ha tenido alguno de estos sintomas?
Conjuntivitis 1) Si 2) No Iniciol___ |1 I Término|l___ |1 I
Sangrados (epistaxis, gingivorragia) 1) Si 2) No Iniciol_ |1 | Término|__ |1 I
Diarrea, ndusea, vomito 1) Si 2) No Iniciol 11 | Términol |1 I
Consultas previas a la hospitalizacion 1) Si 2)No
Fecha de primer contacto médico (dia/mes) I__1__I-I 1-20009.
Lugar de consulta 1) Consultorio 2) Urgencias 3) Casa del paciente
Tratamiento (uno 0 méas de uno):
Antibiético | | Fechadeiniciol |1 | Fecha de término | |1 I
Antibidtico | | Fechadeiniciol |1 | Fecha de término|___ |1 I
Antiviral | | Fechadeiniciol |1 | Fecha de término | 11 I

Hospitalizacién

Se hospitalizé el paciente 1) Si 2) No (Si afirmativo, siga contestando; si negativo, pase a tx)

Fecha de ingreso al hospital I__1__I-I 1-2009. Fecha de egreso hospital I__1__[- 1-2009.
Fecha de ingreso a area critica (si es el caso): e 1-20009.
Fecha de egreso del area critica (si es el caso): - 1-2009.
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Signos vitales de ingreso:

FC1__ 1 FR1_ 1 TAL___ /1 T°ClI I Saturacion | I
Glasgow asuingreso I | Choque 1) Si 2) No Aminas 1) Si 2) No
Apoyo ventilatorio 1) Si  2) No
Oxigeno suplementario (Puntas nasales, Puritan o bolsa reservorio) I | dias | I
Ventilacion mecanica NO invasiva (BiPap, CPap) I | dias | I
Ventilacién mecanica invasiva (orotraqueal) I | dias | I

Laboratorios 1)Si  2)No

Gasometriaarterial pHI_ | paO,1__ 1paCO,|__ IHCO;l I FiO, | | Sat I
BH Hbl__ I'Hematocritol | Leucocitos| INI_ILI__IMI__ IPlaquetas | |
QS Glcl___| BUNI___| Creatl INal IKI I CPKI__ I TPI___ 1 INRI I
PFH BTIl__IBDI___ IALTI_IASTI__ |Fosfatasa Alcalinal___ | Albiminal___ |
Imagenologia

Sinlmagenes | | Rxtdéraxl__ | TACtérax|l_ | 1) Normal 2) Anormal (si anormal, especifique)

a) Infiltrado alveolar Gnico b) Infiltrado alveolar multiple

c) Infiltrado Intersticial d) Infiltrado micronodular €) Derrame pleural

Tratamiento otorgado (sefiale si le dieron alguno de los siguientes y escriba el nombre. Puede ser uno o mas

de uno):

Antibi6tico 1 1 | Fecha de inicio l___11 |
Antibidtico 2 | | Fechade iniciol___ 11 |
Antiviral 1 | | Fechade iniciol |1 |

Evolucion y Complicaciones

Numero de dias hospitalizado | |

Muerte: 1)Si 2) No Fechal__ 11 I

Necropsia 1) Si 2) No Dx | I

Durante ESTE evento el paciente ha desarrollado Exacerbacion de EPOC1___ | Neumonia I___ |
Infarto agudo al miocardio |____| Insuficiencia Cardiacal____| Empeoramiento de insuficiencia
cardiacal____| Evento vascular cerebral |____| Encefalopatial____| Miopatial____|

Insuficiencia Renal Aguda | | Coagulopatia | I

Aislamientos microbioldgicos 1) Si 2)No  Muestra | I Aislamiento | |
Se realizé hisopado nasofaringeo: 1) No 2)Si
Toma: Fecha:|_ | | |-2009 Horal : I No. Muestral |

Nombre, firmay fecha de la persona que recolecta esta informacion:

Fechal 11 12009
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Anexo 5. Definiciones

Acido nucleico: Compuesto polimérico de alto peso molecular, compuesto por
nucleodtidos, cada uno de ellos formado por una base purinica o pirimidinica, un
azucar (ribosa o desoxirribosa) y un grupo fosfato.
Acido ribonucleico (ARN): Acido nucleico presente tanto en el ntcleo como en el
citoplasma de las células, que transmite instrucciones genéticas desde el nucleo al
citoplasma. Interviene en la sintesis de proteinas.

Acido desoxiribonucleico (ADN): Acido nucleico que se encuentra
principalmente en el nucleo celular; es portador de la informacion genética.

Alteracion del estado de conciencia: Toda situacidon en la que el nivel de
consciencia difiere de la normalidad.

Antigeno: Sustancia generalmente proteica, que da lugar a la sintesis de un
anticuerpo y reacciona especificamente con el mismo.

Arritmia: Ausencia de ritmo en el latido cardiaco.

Artralgias: Dolor en las articulaciones.

Asma: Trastorno respiratorio caracterizado por episodios recurrentes de disnea
paroxistica, con sibilancias espiratorias motivadas por constriccion bronquial, tos y
secreciones mucosas bronquiales de consistencia viscosa.

Astenia: Ausencia o disminucion de fuerza o de energia; debilidad.

Cardiopatia: Alteracion o enfermedad del corazén.

Catarro: Inflamacion de las mucosas con supuracion, especialmente en las vias
aéreas, nasal y traqueal.

Cefalea: Dolor de cabeza.

Cirrosis: Definicidn histopatolégica que denota que las células que constituyen un
organo son substituidas por material fibrético del propio 6rgano.

Coinfeccion: Infeccién agregada a otra ya conocida.

Comorbilidad: Coexistencia de dos o0 mas patologias médicas o procesos
patolégicos no relacionados.

Consciencia: Conocimiento inmediato que el sujeto tiene de si mismo, de sus
actos y reflexiones.
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Conjuntivitis: Inflamacion de la conjuntiva.
Contacto: Persona que ha estado expuesta a una enfermedad infecciosa.

Convulsion: Serie brusca, violenta e involuntaria de contracciones de un grupo de
musculos.

Coriza: Inflamacion de la mucosa de la nariz, junto con tumefaccién de la mismay
secrecion nasal.

Dafio Pulmonar Agudo (DPA): Sindrome de inflamacién aguda del pulmoén que
se caracteriza por un incremento en la permeabilidad capilar. Debe contar con las
siguientes caracteristicas: Inicio abrupto, infiltrados pulmonares con imagen de
edema y una PaO,FiO; entre 201-300 mmHg.

Dendograma: Representacion diagramatica de un arbol filogenético.

Desnutricion: Estado patologico provocado por la falta de ingesta o absorcién de
alimentos o por estados de exceso de gasto metabdlico.

Diabetes mellitus (DM): pacientes con dos determinaciones de glucemia >126
mg/dl en ayuno o una mayor de 200 mg/dl al azar y sintomas asociados.

Diarrea: Evacuaciones con un peso > 200 gr en 24 hrs, 3 0 mas evacuaciones
con disminucion de la consistencia 6 1 0 mas evacuaciones con sangre.

Disnea: Falta de aliento o dificultad para respirar.
Edad: Afios de vida cronoldgica.

Embarazo: Periodo de tiempo que transcurre entre la fecundacion del évulo por el
espermatozoide y el momento del parto. Comprende todos los procesos
fisiol6gicos de crecimiento y desarrollo del feto en el interior del Gtero materno, asi
como los importantes cambios fisioldégicos, metabdlicos e incluso morfolégicos que
se producen en la mujer encaminados a proteger, nutrir y permitir el desarrollo del
feto, como la interrupcion de los ciclos menstruales, o el aumento del tamafio de
las mamas para preparar la lactancia.

Endemia: Enfermedad que predomina habitualmente, o en épocas fijas, en un
pais o comarca.

Enfermedad similar a influenza: Presencia de al menos un sintoma respiratorio

(rinorrea, odinofagia, tos, expectoracién, disnea, conjuntivitis) y un sintoma
sistémico (fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, fatiga).
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Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC): Enfermedad caracterizada
por la presencia de obstruccion crénica y poco reversible del flujo aéreo pulmonar.

Epidemia: Enfermedad que se propaga durante algin tiempo por un pais,
infectando simultdneamente a gran niumero de personas.

Epistaxis: Hemorragia procedente de la nariz.

Estornudo: Expulsidon brusca, potente e involuntaria de aire a través de la nariz y
de la boca que se produce a consecuencia de la irritacion de la mucosa de las vias
respiratorias altas.

Evento Vascular Cerebral (EVC): Conjunto de trastornos de la vasculatura
cerebral que conllevan a una disminucion en el flujo del cerebro con la
consecuente afectacion, de forma transitoria 0 permanente, de la funcion de una
region generalizada del cerebro o de una zona pequefia o focal.

Expectoracién: Expulsion de moco, esputo o liquidos desde la traguea o
pulmones por medio de la tos.

Extubacion: Retirar el tubo orotragueal cuando se ofrece ventilacion mecanica.

Fiebre: Presencia de temperatura de >38.3°C en una sola toma, o la presencia de
temperatura >38.0°C durante mas de una hora.

Género: Conjunto de seres que tienen uno o varios caracteres comunes.

Hipertension Arterial Sistémica (HAS): Dos determinaciones de la tension
arterial por arriba de 140/ 90.

Hisopo: Palillo recubierto de algodén en su(s) punta(s).

Hisopado nasofaringeo: Técnica para la obtencion de células del epitelio
respiratorio a nivel nasofaringeo, cuya finalidad es la deteccién de particulas
virales.

Hepatopatia: Dafio o afeccion en la funcién hepatica.

Hipoxemia: Déficit anormal de oxigeno en la sangre arterial (<60 mmHg).

indice de Charlson: indice que predice la mortalidad a un afio para un paciente
gue puede tener varias condiciones comorbidas como enfermedad cardiaca, SIDA

o cancer (para un total de 22 condiciones).

indice de masa corporal: Medida de asociacion entre el peso y la talla al
cuadrado de un individuo.
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indice tabaquico: Férmula en donde en el numerador se anota el nimero de
cigarrillos fumados en un dia, por afios del consumo, y en el denominador aparece
el nimero 20, que corresponde al numero de cigarros que tiene una cajetilla.

Influenza: Enfermedad causada por un virus ARN que afecta mamiferos y aves,
causante de enfermedad en el tracto respiratorio.

Inmunocompetencia: Estado normal del sistema inmunolégico, que se traduce en
resistencia a las infecciones.

Inmunocompromiso: Condicién patoldgica en la que el sistema inmunoldgico
juega un papel importante ya sea por exceso o deficiencia de su funcion.

Inmunofluorescencia: Técnica utilizada para identificar rapidamente un antigeno,
exponiéndolo a anticuerpos conocidos, marcados con fluoresceina, y observando
la caracteristica reaccion de precipitacion antigeno-anticuerpo.

Insuficiencia renal cronica (IRC): Dafio renal, por laboratorio o imagen, o
disminucién de la tasa de filtrado glomerular a <60 ml/min/1.73 m? por 3 0 mas
meses.

Insuficiencia cardiaca congestiva (ICC): Sindrome fisiolégico, que causa la
incapacidad que tiene el corazén de llenar o bombear sangre en los volimenes
adecuados para satisfacer las demandas del organismo

Leucopenia: Disminucién en el nimero de las células de la serie blanca, por
debajo de 4500 ¢/ mm?.

Leucocitosis: Aumento en el nimero de las células de la serie blanca, arriba de
10,000 ¢/ mm?®,

Lugar de residencia: Entidad federativa donde habita el paciente.

Lupus eritematoso generalizado (LEG): Enfermedad inflamatoria crénica de
causa desconocida que puede afectar las articulaciones, piel, rifion, pulmon,
sistema membranas mucosas.

Nausea: Sensacion que frecuentemente conduce al vomito.

Necropsia: Examen posmortem que se realiza para confirmar o para determinar
la causa de la muerte.

Medio de transporte viral: Medio liquido hecho a base de Solucién Base de Hank
10x, bicarbonato de sodio (sol. 7.5%), albumina bovina (sol. 7.5%),
Penicilina/Estreptomicina (100U/ml/100ug/ml) y Agua desionizada.

Mialgias: Dolor en los musculos.
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Muerte: Defuncién por cualquier causa.

Neoplasia: Multiplicacion o crecimiento anormal de células en un tejido del
organismo.

Neumococo: Relativo o relacionado al Strepotococco pneumoniae.

Nivel de Bioseguridad 1: En este nivel se trabaja con agentes que presentan un
peligro minimo para el personal del laboratorio y para el ambiente. El acceso al
laboratorio no es restringido y el trabajo se realiza por lo regular en mesas
estandar de laboratorio. En este nivel no se requiere equipo especial ni tampoco
un disefio especifico de las instalaciones. El personal de estos laboratorios es
generalmente supervisado por un cientifico con entrenamiento en microbiologia.

Nivel de Bioseguridad 2:
Es similar al nivel 1 y en él se manejan agentes de peligro moderado hacia el
personal y el ambiente, pero difiere del nivel 1 en las siguientes caracteristicas:
a) El personal de laboratorio tiene entrenamiento especifico en el manejo de
agentes patdgenos
b) El acceso al laboratorio es restringido cuando se esta realizando algun
trabajo
c) Se toman precauciones extremas con instrumentos punzocortantes
contaminados
d) Ciertos procedimientos en los cuales pueden salpicar los agentes o
aerosoles se llevan a cabo en gabinetes de trabajo bioldgico

Nivel de Bioseguridad 3:
Este nivel es el que se encuentra en los laboratorios clinicos, de diagndstico,
algunos laboratorios universitarios y también de investigacion, en el cual se realiza
trabajo con agentes exoticos o que pueden causar un dafio serio y potencialmente
mortal como resultado de la inhalacion o exposicion a los mismos. El laboratorio
cuenta con un disefio y con caracteristicas especiales y todos los materiales son
manipulados utilizando vestimenta y equipo de proteccién, con las siguientes
caracteristicas
a) Ventilar el aire del laboratorio al exterior
b) La ventilacion del laboratorio se tiene que hacer con un flujo de aire
direccional controlado
c) El acceso al laboratorio esta restringido
d) Seguir el estandar de practicas microbiolégicas y equipamiento de
seguridad impuesto para el nivel de bioseguridad 2.

Obesidad: Enfermedad en la cual las reservas naturales de energia, almacenadas
en el tejido adiposo de los humanos y otros mamiferos, se incrementa hasta un
punto donde esta asociado con ciertas condiciones de salud o un incremento de la
mortalidad: Se define por un indice de masa corporal igual o mayor a 30.
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Odinofagia: Dolor de garganta.

Pandemia: Enfermedad epidémica que se extiende a muchos paises o0 que ataca
a casi todos los individuos de una localidad o region.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica biolégica cuyo objetivo
es tener un gran namero de copias de un fragmento de ARN particular, partiendo
de un minimo.

Reaccidon en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR): Variante de
la PCR convencional, utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar de
forma absoluta el producto de la amplificacion de ARN

Rearreglo genético: Intercambio de material genético entre dos virus similares
cuando infectan a una misma célula.

Rinorrea: Secrecién de una fina mucosidad nasal.

Saturacion de oxigeno: Fraccion de hemoglobina total en forma de HbO, a una
PaO, definida.

Serologia: Estudio del suero sanguineo para detectar evidencias de infeccién
mediante la evaluacion de las reacciones antigeno-anticuerpo in vitro.

Sibilancia: Forma de roncus caracterizado por un tono musical agudo.

Sindrome de Insuficiencia Respiratoria Aguda (SIRA): Sindrome de
inflamacion aguda del pulmén que se caracteriza por un incremento en la
permeabilidad capilar (primaria 0 secundaria). Debe contar con las siguientes
caracteristicas: Inicio abrupto, infiltrados pulmonares con imagen de edema y una
PaO,FiO, entre <200 mmHg.

Sobrepeso: Indica un exceso de peso en relacién con la estatura. Implica un
indice de masa corporal igual o superior a 25.

SOFA (Evaluacién Secuencial de Falla Organica): indice que se utiliza para
determinar el estado de gravedad de un paciente, generalmente a la entrada a una
unidad de cuidados intensivos.

Tabaqguismo: Intoxicacién crénica producida por el humo del tabaco.
Tension arterial media: Media aritmética de la presion sanguinea en la zona
arterial de la circulacién. Se obtiene al multiplicar dos veces el valor de la presién

diastélica y sumar la presion sistélica y dividirlo entre tres.

Tos: Expulsion subita, sonora, de aire procedente de los pulmones.
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Vacuna: Virus o principio organico que convenientemente preparado se inocula a
una persona o a un animal para preservarlos de una enfermedad determinada.

Ventilacion mecanica: Soporte respiratorio por medios manuales o mecanicos
cuando la respiracién normal es ineficaz o se ha detenido.

Virién: Particula viral morfologicamente completa e infecciosa.

Virus: Organismo de estructura muy sencilla, compuesto de proteinas y acidos
nucleicos, y capaz de reproducirse solo en el seno de células vivas especificas,
utilizando su metabolismo.

Virus de influenza: ARN virus causante de la enfermedad de influenza.

Virus de inmunodeficiencia humana: Tipo de retrovirus causante de deplecion
de linfocitos CD4+.

Vémito: Material expulsado procedente del estbmago al vomitar.
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