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RESUMEN

La globalizaciéon y el cambio climaticos de las Ultimas décadas
han dado lugar a la emergencia y reemergencia de numero-
sos agentes infecciosos. La pandemia actual por el virus de la
influenza A(HINI), iniciada en nuestro pais, ilustra dramati-
camente este fenémeno. El agente etioldgico es el producto
de una triple recombinacién genética de los virus de la in-
fluenza humana, porcina y aviaria. Un ndmero sustancial de
casos han requerido de hospitalizacién o han fallecido. Su
diagnéstico y tratamiento son de primordial importancia ya
que los medicamentos antivirales son efectivos cuando se
administran en las primeras 48 horas de evolucién. En esta
revisiéon se sefalan las pruebas de laboratorio actualmente
disponibles, sus ventajas y desventajas, las muestras requeri-
das, y las medidas de precaucién para evitar su transmisién al
personal del laboratorio encargado de obtener y procesar las
muestras para su diagnéstico.

Introduccion

asta hace sélo unas décadas, los avances
H en la terapéutica antimicrobiana, el desa-
rrollo de vacunas y de los servicios de salud pu-
blica, hacian pensar que el control de las enfer-
medades infecciosas estaba cerca. Sin embargo,
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SUMMARY

The globalization and climate change in recent decades have
led to the emergence and reemergence of many infectious
agents. The current pandemic caused by A(HINI) influenza
virus, which began in our country, dramatically illustrates this
phenomenon. The etiologic agent is the product of a triple
genetic recombination of human, avian and swine influenza
virus. A substantial number of cases have required hospital-
ization or died. Its diagnosis and treatment are of paramount
importance because antiviral drugs are effective when they
are administered within the first 48 hours of evolution. This
review outlines the currently available laboratory tests, their
advantages and disadvantages, the samples required, and the
precautionary measures to prevent transmission to labora-
tory personnel responsible for obtaining and processing the
samples for diagnosis.

la globalizacién de la economia fue el detonante
de numerosos fenémenos, como la globalizacién
en el procesamiento, distribucién y almacenamien-
to de alimentos, un mayor movimiento turistico
y comercial, la alteracién de los habitats naturales
debido a la urbanizacién de areas rurales, el haci-
namiento en grandes ciudades, la deforestacién,
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el desarrollo de grandes obras de irrigacion y los
cambios climaticos, y movimientos de poblacién
por guerras, desastres naturales, y migracién han
propiciado un mayor contacto entre humanos y
reservorios de agentes infecciosos hasta el mo-
mento desconocidos, al igual que los cambios en
los habitos de conducta, como la drogadiccién y
la promiscuidad sexual, dando lugar a la emergen-
cia y reemergencia de diversas enfermedades en
las ultimas tres décadas.'

El reciente brote de influenza ocasionado por
un virus de caracteristicas particulares en nues-
tro pais ilustra dramaticamente este fenéme-
no, al grado de que posiblemente se convierta
en la primera pandemia del siglo XXI, ademas
del grave dafio en términos econémicos para
México y la paralizacion de sus actividades edu-
cativas y sociales, sin dejar de mencionar las
pérdidas en vidas humanas. En este breve re-
porte nos referiremos al estado actual del pro-
blema, asi como a algunos aspectos de interés
para el patélogo clinico.

Influenza humana A(H1N1)

A mediados del mes de marzo y en las primeras
semanas del mes de abril, se empezaron a identifi-
car casos de infecciéon con un virus de influenza A
no tipificable en nuestro pais y en el Sur de Califor-
nia (EUA).2 Aunque la secuencia de eventos y el
origen del brote es aln incierto, para la tercera
semana del mes de abril se habia podido estable-
cer que el agente etiolégico®® era el producto de
una triple recombinacién genética de los virus de la
influenza humana, porcina y aviaria (HIN1) y para
el 31 de julio se habian notificado oficialmente
134,503 casos en todo el mundo con 816 defun-
ciones. De los 16,442 casos confirmados en nues-
tro pais hasta el 3| de julio la mayor parte corres-
ponde a Chiapas, Yucatan, Distrito Federal, Jalisco,
Tabasco, Veracruz y Guerrero. De ellos, corres-
ponden 50% al sexo femenino y 50% al masculi-
no, con 69.9% al grupo de 20 a 54 afios de edad.
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La sintomatologia mas frecuente en los 46
pacientes fallecidos fueron: fiebre en 84.9%, tos
en 84.2%, insuficiencia respiratoria 76%, expec-
toracion 53.4% y ataque al estado general 47.9%

Aunque la enfermedad asociada a la infeccién
en general parece ser autolimitada y no complica-
da, en nuestro pais han sido reportados un nime-
ro sustancial de casos con enfermedad severa que
requirieron hospitalizacién y fallecieron 146, so-
bre todo nifios y adultos previamente safos.

Las pandemias de influenza, definidas como
brotes globales de la enfermedad, debidas a nue-
vos subtipos antigénicos del virus han ocasionado
elevadas tasas de mortalidad en humanos. La mas
devastadora, denominada como «Influenza espa-
fola», de 1918 a 1920 causé entre 50 y 100 mi-
llones de muertes y enfermé a una tercera parte
de la poblacién mundial. Otras epidemias menos
catastroficas se presentaron en [957: Influenza
asiatica, 1968: Influenza de Hong-Kong, y 1977
influenza rusa. Las dltimas pandemias han sido
causadas por virus hibridos o recombinantes que
albergan una combinacién de genes virales avia-
rios y humanos. El andlisis filogenético de una
amplia variedad de virus de la influenza en diver-
sos huéspedes y regiones geograficas muestran
que han evolucionado en siete linajes especificos
de hospederos: Dos en caballos (equino antiguo
I; equino 2 reciente.); uno en gaviotas; uno en
pajaros norteamericanos; uno en aves euroasiati-
cas; uno en cerdos y uno en humanos.

Cuando un virus originado en una especie ani-
mal entra en una especie diferente de hospedero,
sufre una rapida evolucién, pudiéndose inducir
técnicamente 256 diferentes combinaciones de
acidos nucleicos, por el entrecruzamiento de los
ocho diferentes segmentos genémicos del virus.”

La influenza porcina fue propuesta por prime-
ra vez como una enfermedad relacionada a la in-
fluenza humana durante la pandemia de 1918 en
la que los cerdos se enfermaron al mismo tiempo
que los humanos. La primera evidencia de que un
virus de influenza causaba enfermedad en cerdos
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ocurrié en 1930. En los siguientes 60 anos, las
cepas de influenza porcina sufrieron pocos cam-
bios y pertenecieron casi exclusivamente al tipo
HINI. Sin embargo, a finales de la década de los
afios 90, habian emergido multiples cepas y sub-
tipos (H3N2, HIN2, H4N6), los cuales incluian
genes derivados de recombinaciones de genes
virales humanos, de cerdos y aves, viniendo a ser
la principal causa de influenza porcina en Nortea-
mérica. Los virus clasicos de influenza porcina son
enzodticos entre cerdos en Norteamérica, ha-
biéndose reportado esporadicamente brotes en
humanos en los Estados Unidos desde los afios
70. A nivel mundial, se han registrado mas de 50
casos de infeccién con el virus de la influenza por-
cina en humanos en los Ultimos 35 afios. Estudios
seroldgicos sugieren que la exposiciéon ocupacio-
nal a cerdos tiene el mayor riesgo de infeccion.
Hasta antes de marzo de 2009 se habia reporta-
do sélo una limitada y no sostenida transmisién
interhumana del virus de la influenza porcina.

Hasta el momento, la cepa causante de este
brote representa una recombinacién de por lo
menos cuatro cepas del virus de la influenza A
subtipo HINI, incluyendo una cepa endémica en
humanos, una endémica en aves y dos endémicas
en cerdos.®!

Diagndéstico por laboratorio
de la |nf_ec0|én con los virus
de la influenza humana

El diagnéstico y el tratamiento de las infecciones
con los virus de la influenza son de primordial
importancia, sobre todo en presencia de brotes
epidémicos. Los medicamentos antivirales son
efectivos cuando se administran dentro de las
primeras 48 horas de evolucién de la sintomato-
logia. Afortunadamente, se dispone de numero-
sas pruebas de laboratorio con diversas caracte-
risticas y que utilizadas de manera secuencial y
complementaria pueden ser la solucién para el
manejo de estos problemas (cuadro ).

Obtencion de muestras
para estudio

Idealmente, las muestras de mayor utilidad para
cualquiera de las pruebas disponibles son aquellas
que permiten obtener la mayor cantidad de con-
tenido celular como son: lavado o aspirado nasal,
expectoracién, hisopado nasofaringeo y biopsias
de tejidos. Se deberan de obtener tempranamen-
te dentro de los primeros cuatro o cinco dias del
inicio de la sintomatologia y antes de empezar el
tratamiento antiviral especifico. En general, se re-
comienda no utilizar hisopos de madera ni puntas
de algodén o alginato de calcio. Las muestras pue-
den conservarse a 2-4 °C (cuatro dias), o conge-
ladas a -70 °C."3

Aislamiento viral

Se le considera como el estandar de oro de las
pruebas para el diagnéstico de las infecciones por
los virus de la influenza, de primordial importan-
cia para obtener informacion especifica acerca de
las cepas circulantes en una comunidad, la emer-
gencia de nuevos subtipos y la presencia de resis-
tencia a los antivirales. Su sensibilidad y especifi-
cad son mayores a 99%. Tiene el inconveniente
del tiempo necesario requerido para obtener un
resultado positivo (tres a 10 dias), su compleji-
dad técnica y la necesidad de equipos, areas es-
peciales, personal altamente capacitado, medidas
de bioseguridad y elevado costo.'*

Determinacion de antigenos

La determinacién de antigenos virales puede llevar-
se a cabo a través de pruebas de inmunofluorescen-
cia directa y por técnicas inmunoenzimaticas.
Inmunofluorescencia directa. Esta prueba
utiliza anticuerpos monoclonales antigeno-espe-
cificos marcados con fluoresceina para la detec-
cién e identificacion rapida de virus respiratorios
en general y para los de la influenza en forma par-
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Cuadro I. Pruebas de laboratorio para el diagnéstico de influenza

Procedimiento

Tiempo Sensibilidad Especificidad

de antigenos
inmunofluorescencia

anticuerpos

realizacion % % Ventajas Desventajas
Aislamiento viral 3-10 dias 99 99 * Estandar de oro permite * Tiempo requerido para
(cultivo) determinar subtipos y resultado
resistencia antiviral ¢ Costo elevado
* Complejidad técnica
Reaccién en cadena 24-48 h =1 log, 99 * Mayor sensibilidad de todas  * Requiere de personal,
de polimerasa que el cultivo las técnicas disponibles equipo e instalaciones
(RTP-CR) * Permite determinar especiales
resistencia antiviral * Falsas positivas por
* Resultados en menos contaminacién cruzada
tiempo que el cultivo * Falsas negativas por
muestra inadecuada
Determinacion 6-8h 70-95 > 90 * Mayor sensibilidad * Requiere de microscopio

directa respiratorios calificado
Inmunoenzimaticas  10-30 minutos ~ 59-93 76-100 ¢ No requiere de laboratorio * Baja sensibilidad y
(Répidas) ni de personal especializado especificidad
Determinacién de 2-6h 80-90 90

de fluorescencia
* Personal altamente

que las pruebas rapidas
* Detecta otros virus

* Corto tiempo realizacion
* Facil realizacion

* Sélo detecta virus Ay B
¢ Falsas positivas
* Falsas negativas

* Requiere confirmacién
* Sélo de utilidad
epidemiolégica

* Facil realizacién

ticular. Su sensibilidad y especificidad son mayo-
res que las de las pruebas inmunoenzimaticas (ra-
pidas). Su principal desventaja es la de requerir
microscopio de fluorescencia y de personal ca-
pacitado para su realizacién.

Pruebas inmunoenzimaticas (rapidas).
Existen numerosas pruebas en el mercado para
el diagnéstico rapido de las infecciones por vi-
rus de la influenza. Tienen la ventaja de no re-
querir de instalaciones de laboratorio, equipo ni
personal de laboratorio para su realizacién y del
corto tiempo requerido para obtener el resulta-
do (10-30 minutos), lo que las hace adecuadas
para su aplicacién en contingencias epidemiolé-
gicas; sin embargo, muestran sensibilidades (50-
70%) y especificidades (90-92%) muy bajas
cuando se les compara con el cultivo celular o la

reacciéon en cadena de la polimerasa, y todos los
resultados tanto negativos como positivos de-
ben de ser confirmados por pruebas mas sensi-
bles y especificas.''®

Reaccion en cadena
de la polimerasa

Para la realizacién de esta prueba deberan de uti-
lizarse los protocolos especificos del Centro de
Control de Enfermedades de Atlanta, Georgia
(EUA) y de la Organizacién Mundial de la Salud
con la técnica de reaccién en cadena de la polime-
rasa en tiempo real para influenza porcina
A(HINTI). La prueba incluye un panel de primers
de oligonucleétidos y sondas marcadas doblemen-
te (Tagman) para la deteccién y caracterizacién in
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vitro de los virus de la influenza porcina en mues-
tras respiratorias y cultivos celulares. El primer
grupo de sondas y primers estd diseffiado para
detectar a todos los virus de la influenza, el se-
gundo grupo para detectar al virus de la influenza
porcina HI.

Las principales ventajas de esta técnica es que
es mas sensible (I logl0) y mas rapida (24-48
horas) que el cultivo y permite determinar la
resistencia a antivirales. Sus desventajas son la
de requerir de instalaciones, personal y equipo
altamente especializados para su realizacién, y
pueden ocurrir resultados falsos positivos y ne-
gativos.'’

Determinacion
de anticuerpos

El diagnéstico serolégico de la infeccién con los
virus de influenza puede ser de utilidad siempre y
cuando se realicen pruebas con muestras de fase
aguda y de convalecencia que muestren una ele-
vacién minima de cuatro titulos entre una y otra,
o bien se disponga de pruebas de anticuerpos de
tipo IgM. Para este propdsito se dispone de nu-
merosa variedad de pruebas como ELISA, neu-
tralizacién, fijacion del complemento, inmunofluo-
rescencia indirecta, inhibicién de hemaglutinacién,
etcétera. Sin embargo, en general, su utilidad es
mas de tipo epidemioldgica.'®

Precauciones para el personal
del laboratorio

Tanto en la obtencién de muestras diversas en
pacientes externos u hospitalizados con infeccién
respiratoria y en casos probables o confirmados
de influenza, como en el procesamiento de mues-
tras de origen respiratorio o en procedimientos
susceptibles de generar aerosoles dentro del la-
boratorio, es obligatorio que el personal utilice
equipo protector, el cual debera de ser desecha-
ble y no ser reutilizado, con excepcién de los len-

tes protectores que pueden desinfectarse. El equi-
po protector consiste basicamente en: mascarilla
del tipo N95, guantes, bata y lentes, los cuales
deberan desecharse al término de la toma de las
muestras y de los procesos de laboratorio. Todas
las muestras de origen respiratorio deberan de
procesarse en cabina de bioseguridad del tipo
BSL2. Cualquier trabajador con sintomatologia
sugestiva de infeccién respiratoria aguda debera
ser evaluado clinicamente y realizarse la prueba
rapida de influenza; en caso necesario, debera con-
siderarse la administracién de tratamiento profi-
lactico para influenza.'®?
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