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Resumen

Introduccion: Las infecciones respiratorias agudas constituyen la segunda causa de mortalidad en los nifios menores de
cinco afios, con 150.7 millones de episodios anuales. Entre los principales agentes etioldgicos estan Orthopneumovirus (hOPV)
y metapneumovirus (hMPV) humanos como primera y segunda causa de bronquiolitis, respectivamente; Orthorubulavirus hu-
mano tipo 2 (hORUV) se ha asociado a neumonia en pacientes inmunocomprometidos. Objetivo: Definir patrones de distribu-
cion geogréfica y de circulacion de hOPV, hMPV y hORUV. Método: Se llevd a cabo un estudio piloto transversal prospectivo
observacional. Se genotipificaron 200 aislamientos virales de pacientes pediatricos mediante transcripcion inversa seguida de
reaccion en cadena de la polimerasa en punto final (RT-PCR). Resultados: Se tipificaron 186 muestras positivas: 84 de hOPV,
43 de hMPV, dos de hORUV y 57 de coinfecciones. Se trazo la distribucion geografica. Las incidencias acumuladas de hMPYV,
hOPV y hORUYV fueron de 0.215, 0.42 y 0.01, respectivamente. Las incidencias acumuladas de la coinfeccion de hMPV-hORUV
y hMPV-hOPV fueron de 0.015 y 0.23; de hOPV-hMPV-hORUV, de 0.035; y de hORUV-hOPV, de 0.005. El mayor numero de
casos positivos de virus circulantes o cocirculantes se presento entre enero y marzo. Conclusiones: Fue posible identificar
patrones de circulacion y distribucion geogréfica de los diferentes virus, asi como de las coinfecciones virales.

Infecciones respiratorias agudas. Virus respiratorios humanos. Coinfecciones virales. Patrones de
circulacion.

Respiratory infections and coinfections: geographical and population patterns

Abstract

Introduction: Acute respiratory infections are the second cause of mortality in children younger than five years, with 150.7
million episodes per year. Human orthopneumovirus (hOPV) and metapneumovirus (hMPV) are the first and second causes of
bronchiolitis; type 2 human orthorubulavirus (hORUV) has been associated with pneumonia in immunocompromised patients.
Objective: To define hOPV, hMPV and hORUV geographical distribution and circulation patterns. Method: An observational,
prospective cross-sectional pilot study was carried out. Two-hundred viral strains obtained from pediatric patients were genotyped
by endpoint reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Results: One-hundred and eighty-six positive samples
were typed: 84 hOPV, 43 hMPV, two hORUV and 57 co-infection specimens. Geographical distribution was plotted. hMPV,
hOPV, and hORUV cumulative incidences were 0.215, 0.42, and 0.01, respectively. Cumulative incidence of hMPV-hORUV and
hMPV-hOPV coinfection was 0.015 and 0.23; for hOPV-hMPV-hORUYV, 0.035; and for hORUV-hOPV, 0.005. The largest num-
ber of positive cases of circulating or co-circulating viruses occurred between January and March. Conclusions: This study
successfully identified circulation and geographical distribution patterns of the different viruses, as well as of viral co-infections.

Acute respiratory infections. Human respiratory viruses. Viral coinfections. Circulation patterns.
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|ntroducci6n

Entre sus objetivos, la Organizacion Mundial de la
Salud busca disminuir en dos terceras partes la mor-
talidad en menores de cinco afnos, que actualmente
asciende a 8.8 millones por afo; 37 % ocurre en el
primer mes de vida y 43 % se asocia a enfermedades
infecciosas, entre ellas la neumonia, responsable de
14 %,' con 1.9 millones de muertes y 156 millones de
episodios anuales en el mundo.?*

Las enfermedades respiratorias agudas (IRA) son una
de las principales causas de morbimortalidad, tanto
en el neonato como en el lactante;® entre los
agentes etiolégicos se encuentran bacterias y virus,
como Orthopneumovirus humano tipo 2 (hOPV),
Orthorubulavirus humano (hORUV) y virus emergentes
como metapneumovirus humano (hMPV).5 La
Organizacion Mundial de la Salud estima que aproxima-
damente 25 % de las hospitalizaciones en los nifios se
debe a infecciones respiratorias agudas. El hOPV’ es
responsable de 80 % de este tipo de infecciones,
seguido de hMPV. Estos agentes circulan en la pobla-
cion pediatrica todo el afo, sin embargo, de diciembre
a febrero se presenta un incremento en la incidencia de
patologias respiratorias de origen infeccioso en meno-
res de cinco afos. Los recién nacidos prematuros, con
asma, cardiopatias congénitas o displasia broncopulmo-
nar son mas susceptibles a esas infecciones, cuya pre-
sentacidn clinica suele ser mas severa en comparacion
con la observada en nifios sin comorbilidades.®

En México, las infecciones agudas del tracto respi-
ratorio inferior constituyen la primera causa de mor-
bilidad infantil por enfermedades infecciosas y se
reportan entre las 10 primeras causas de muerte en
nifos entre uno y cuatro afios de edad.®'° El diagnos-
tico se formula de acuerdo con la guia de practica
clinica, en la cual se describe que estas infecciones
cursan frecuentemente con tos, sibilancias, esterto-
res, dificultad para respirar y, en algunos casos, falla
respiratoria que provoca la muerte."

A pesar del impacto de estas infecciones en el orbe,
en México no se cuenta con una red de vigilancia
epidemioldgica que brinde la informacion sobre los
patrones de circulacion de estos virus, la incidencia
de coinfecciones virales ni su impacto en las mani-
festaciones clinicas.”” Las coinfecciones virales se
asocian a un aumento en la morbimortalidad infantil
y provocan cuadros “atipicos”, 1o que dificulta el diag-
nostico y la identificacion correcta del agente etiol6-
gico, de ahi que existan resultados contradictorios

respecto a la incidencia y severidad de las IRA cuando
coexisten infecciones virales.”

Por lo anterior, se planted establecer la incidencia
de coinfecciones virales en pacientes pediatricos con
IRA, para lo cual se implement6 el diagndstico mole-
cular mediante transcripcion inversa seguida de reac-
cién en cadena de la polimerasa en punto final
(RT-PCR), previamente estandarizada en el laborato-
rio, la cual permitio la identificacion y genotipificacion
de 200 aislamientos virales, asi como determinar la
incidencia de infecciones o coinfecciones virales, 10s
patrones de circulacion de los virus y su distribucién
geogréfica. Las incidencias acumuladas fueron las
siguientes: hMPV, 0.215; hMPV-hORUV, 0.015 y
hMPV-hOPV, 0.23; hOPV, 0.42; hMPV-hORUV-hOPYV,
0.035; hORUV-hMPV, 0.005; hORUV, 0.01. Con estos
datos se pudo realizar un esquema de patrones de
circulacion de los diferentes virus, asi como de las
coinfecciones virales provocadas por hOPV, hMPV y
hORUV.

Método

Previa obtencion de carta de consentimiento infor-
mado, entre el 30 de agosto de 2004 y el 13 de
febrero de 2014 se obtuvieron 200 muestras de exu-
dados faringeo y nasofaringeo de pacientes pediatri-
cos (0 a 14 afnos de edad) con infeccidn respiratoria
aguda. El proyecto fue revisado y aprobado por la
Comisién de Investigacion y Etica de la Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México
(dictamen de proyecto 089/2014, oficio FMED/CI/
SPLR/134/2014).

A partir de los aislamientos virales obtenidos de las
muestras clinicas se realizd la identificacion y deter-
minacion del grupo y subgrupo viral mediante oligo-
nucledtidos disefiados en el laboratorio (Tabla 1).
Para la amplificacion del gen viral de interés se utilizo
un termociclador (iCycler™, Bio-Rad, California,
Estados Unidos) con los parametros que se observan
en la Figura 1, donde X representa la temperatura de
alineamiento especifica de cada oligonucleétido. La
fase 2 se repite 35 ciclos.

Se utilizé el programa SPSS version 19 para el
andlisis estadistico de los datos. Las muestras se
consideraron vélidas cuando de dispuso de toda la
informacién: cuadro clinico, historia clinica y diagnds-
tico del paciente, estado de procedencia de la mues-
tra y fecha de la obtencidn, identificacion de infeccion
o0 coinfeccion viral. Las muestras en las que no se
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Genes amplificados y temperatura de alineamiento

Tamano de

Temperatura de

Virus Gen fragmento (pb) Region alineamiento (°C)
F 193 1127-1320 56
hOPV G (A) 549 275-824 55
ML (B) 106 102-204 56
447 8920-9367 66
hMPV
N 599 148-747 60
hORUV-2 HN 279 525-826 68.8
Control B-actina 205 1548-1753 60
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
95°C 95°C
- X 72°C 72°C
:10: 0:00:55
0:10:00 0:00:55 0:10:00
0:01:00 7°C
1x 35x
1x o

Amplificacion de los genes virales. Ciclo 1. Desnaturalizacion del cADN para cada uno de los virus. Ciclo 2. Amplificacion de la region
seleccionada y flanqueada por cada par de oligonucledtidos. La X representa la temperatura de alineamiento de cada par de oligonucledtidos selec-
cionados para cada secuencia de los genes virales. La ultima fase de este ciclo corresponde al tiempo de extension; este ciclo se repite 35 veces
(35x). Ciclo 3. Corresponde a un ciclo extra de la fase de extension del oligonucledtido sobre su hebra templada. La ultima fase es de mantenimiento
del producto de amplificacion. hOPV = Orthopneumovirus humano, hMPV = metapneumovirus humano, hORUV = Orthorubulavirus humano tipo 2.

Secuencias de oligonucleétidos para la genotipificacion
de los aislamientos virales obtenidos a partir de muestras

clinicas de nifios con infeccion respiratoria aguda

hOPV (Orthopneumovirus humano)
Ff5’ATGAACAGTTTAACATTACCAAGTGAS'
Fr5'CCACGATTTTTATTGGATGCTG3’
Subgrupo A
Gf5’CCCAACATACCTCACT3
Gr5'GAGGAGGTTGAGTGGAAGS'
Subgrupo B
MLf5'CATGCCAAACACAAGAATCAACS'
MLr5’ATTCATCATCTCTGCCAATCAC3’

hMPV (metapneumovirus humano)
Nf5’'CAACAGCAGTGACACCCTC3'
Nr3'ACTCATACCGTTTCGTAAS’
L5 GCCATAGCCCAAACCATAZ’
Lr5'CCCTGTAACGACTAGACTS

hORUV (Orthorubulavirus humano tipo 2)
HNf5'GACGCCTAAATATGGACCTCTC3’
HNr5’CACGTCTGGTCTTCCATCTTT3

hOPV. Amplificacion de la region 1127-1320 del gen F (Ff = sentido, Fr = antisentido).
Subgrupo A. Amplificacion de la regién 275-524 del gen G (Gf = sentido,

Gr = antisentido). Subgrupo B. Amplificacién de la regién 102-204 del gen ML (MLf =
sentido, MLr = antisentido).

hMPV. Amplificacién de la regién 148-747 del gen N (Nf = sentido, Nr = antisentido) y
amplificacion de la region 8920-9367 del gen L (Lf = sentido, Lr = antisentido).

hORUV. Amplificacion de la region 525-826 del gen HN (HNf = sentido, HNr = antisentido)

disponia de alguno de estos datos se consideraron
como elementos “perdidos”.

Resultados

Tipificacion viral e incidencia
acumulada de las coinfecciones virales

Los aislamientos virales se genotipificaron por
RT-PCR de punto final; de un total de 200, 186 fueron
positivos para uno o varios de los tres virus estudiados
y 14, negativas. En la poblacion infantil estudiada, las
incidencias acumuladas de hOPV y hMPV fueron de
0.42 y 0.215 (84 y 43 muestras positivas, respectiva-
mente). Respecto a la incidencia acumulada de las
coinfecciones virales es importante resaltar que la
coinfeccion hMPV-hOPV subgrupo B constituy6 la de
mayor incidencia, con 24 casos positivos. Si se con-
sidera la coinfeccion por dos 0 mas virus o subgrupos
virales (hOPV, hMPV y hORUV) y no el subtipo o el
gen amplificado, la coinfeccion por h(MPV-hOPV fue la
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Tipificacion e incidencia acumulada de infecciones y coinfecciones virales por hOPV, hMPV y hORUV a partir de 200 muestras

clinicas de nifos con infeccién respiratoria aguda

84* 43" 2* 46" 1*

0.42* 0.215™ 0.01* 0.23** 0.005™*

3* 7 14*

0.0015** 0.0035**

*Muestras positivas tipificadas por transcripcion inversa seguida de reaccién en cadena de la polimerasa en punto final (RT-PCR). **Incidencia acumulada de infecciones y
coinfecciones virales en nifios con infeccion respiratoria aguda. hOPV = Orthopneumovirus humano, hMPV = metapneumovirus humano, hORUV = Orthorubulavirus humano tipo 2.

de mayor incidencia, con 47 casos positivos (23 %),
en contraste con las coinfecciones por hOPV-hORUYV,
hMPV-hORUV, que correspondieron a dos casos posi-
tivos cada una (1 %), y hOPV-hORUV-hMPV, con
cinco casos positivos (2.5 %) (Tabla 2).

Las muestras clinicas positivas a hOPV por la
amplificacion del fragmento correspondiente al gen F,
se subtipificaron en los subgrupos Ay B. Para el sub-
grupo A se amplificé un fragmento del gen que codi-
fica para la glucoproteina G y para el subgrupo B, un
fragmento del gen que codifica para las proteinas M
y L. Nuestros resultados mostraron que de las 40
muestras positivas a hOPV, 48 % correspondi6 al
subgrupo B, mientras que 27 % al subgrupo Ay 3 %
a coinfecciones por ambos subgrupos. En 22 % de
las muestras positivas a hOPV no fue posible identi-
ficar el subgrupo viral, o que pudo deberse a proba-
bles mutaciones en las regiones amplificadas del
subgrupo A o B (Figura 2).

Patrones de circulacion y su distribucion
en el tiempo

En México no se dispone de patrones de circulacion
de virus respiratorios, incidencia de coinfecciones y
distribucion geografica. Ademas de las implicaciones
en la severidad del cuadro clinico, es importante defi-
nir la incidencia de los patrones de circulacién en
funcion de la estacionalidad. Para esa razén se deter-
mind la fecha de la obtencidn, la cronologia de circu-
lacién y el lugar de procedencia de las 136 muestras
que contaban con esa informacion. Los resultados de
la incidencia acumulada demostraron que el mayor
nimero de casos positivos de virus circulantes o
cocirculantes se presenté de enero a marzo (Figura 3),
lo cual coincide con la estacionalidad de estos virus;
sin embargo, fue posible identificar virus circulando o
cocirculando entre abril y septiembre, periodo que
corresponde a la época de lluvia en México, si bien
es cierto que la incidencia acumulada fue menor, lo
cual coincide con reportes de otros paises.

Noidentificadas A . B & AB m No identificadas

22 % _
B,
e A
N
o,
AB ) 38 %
S |7
3% s
B
48 %

Tipificacion de los aislamientos virales en los subgrupos
Ay B de Orthopneumovirus humano; se realizé mediante RT-PCR
(transcripcion inversa seguida de reaccion en cadena de la polime-
rasa) en punto final y los productos de amplificacion se observaron
en gel de agarosa tefiido con Gelred. Los productos de amplificacion
se procesaron y analizaron con el programa Quantity One Bio-Rad de
ChemiDoc Hood II.

Mapas geogrdficos de las coinfecciones
virales segun la incidencia acumulada

La determinacion de la incidencia acumulada per-
miti6 trazar los mapas geograficos relacionados con
los patrones de circulacion de la poblacién en estudio
y determinar el flujo de los virus respiratorios en dife-
rentes estados de México (Figura 4). De igual forma
se establecio el patrdon de circulacion geogréfica en
los aislamientos virales positivos a hOPV, subtipifica-
dos en A o B (Figura 5).

Discusion

En este proyecto se analizaron 200 muestras clini-
cas de pacientes pediatricos con infeccién respirato-
ria aguda. Nuestra investigacion es un estudio piloto
transversal prospectivo observacional, el cual abarcé
del 30 de agosto de 2004 al 13 de febrero de 2014,
cada muestra fue obtenida con la autorizacién por
escrito y previa informacion de los padres o tutores.
Se determind la incidencia acumulada, medida del
indice dinamico asociada a la aparicién de nuevos
“casos” en el tiempo y en la poblacion seleccionada.
A partir de 200 aislamientos virales se definid la
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=hOPV (F) (A) shMPV (NyL) y hORUV =hMPV (NyL) hMPV (N) y hOPV (B) y hOPV (F)
=mhOPV (A) mhOPV(F) (Ay B) y hMPV (N) m Negativas para tres virus mhOPV (F)

= hORUV = hOPV(F) (Ay B) mhOPV (F) (B) mhORUV y hOPV F) y hMPV (N)
#hORUV y hOPV (A) =hOPV (B) hOPV (F) (A) y hMPV (N) hOPV (F)y hMPV (N y L)

=hMPV (L) shMPV (NyL)yhOPV (B) mhOPV (FyB)y hMPV (NyL) s hORUV y hOPV(F y B) y hMPV (N)
s hOPV(F y B) y hORUV #hORUV y hOPV (F y A) y hMPV (N) mhOPV (F) y hMPV (L) mhMPV (L) y hOPV(B)

40

‘."’J,!

s ,’W/;WW

Diciembre Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

Figura 3. Incidencia acumulada y su relacion con la estacionalidad climatica. Se determind la incidencia acumulada de los casos tipificados
como positivos para cada una de las infecciones y coinfecciones virales y se relaciond con la fecha de la obtencion de la muestra para establecer
los patrones de circulacion y su estacionalidad climatica. hOPV = Orthopneumovirus humano, hMPV = metapneumovirus humano, hORUV =
Orthorubulavirus humano tipo 2.

Negativas
[B] nopv, hmpv
] nwev
71| hMPV, hORUV
)] hOPV, hORUV
& noruv
Sin Registro
Figura 4. Distribucion geogréfica de las infecciones y coinfecciones virales en México a partir de aislamientos virales obtenidos de 200 mues-

tras de exudados faringeo y nasofaringeo de pacientes pedidtricos. hOPV = Orthopneumovirus humano, hMPV = metapneumovirus humano,
hORUYV = Orthorubulavirus humano tipo 2.
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Sin registro
hOPV
hOPV (A)
hOPV (B)
hOPV (A,B)

O
=]
O
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=

Distribucion geografica en México de los subgrupos virales de los casos positivos a hOPV determinada a partir de los datos de la
incidencia acumulada. Los aislamientos virales tipificados como hOPV se subtipificaron en A y B. hOPV = Orthopneumovirus humano, hMPV =

metapneumovirus humano, hORUV = Orthorubulavirus humano tipo 2.

incidencia acumulada de las infecciones y coinfeccio-
nes por hOPV, hMPV y hORUV; con esos datos se
trazaron los patrones de circulacién y la distribucion
geogréfica respecto a la estacionalidad. Los datos de
incidencia acumulada para las infecciones asociadas
a un solo virus demostraron que el mas frecuente fue
hOPV, con incidencia de 0.42, 48 % correspondio al
subtipo B y 38 %, al subtipo A. Este resultado coin-
cide con los reportes de prevalencia del subgrupo B
en diferentes poblaciones de China durante los brotes
de 2009-2010, 2012-2013 y 2006-2014,"%'¢ del cual
BA9 y GB5 fueron los de mayor circulacion.'s"”
También fue posible trazar la distribucion geogra-
fica: la Ciudad de México, Chihuahua, San Luis Potosi,
Jalisco y Guerrero presentaron el mayor nimero de
casos positivos para hOPV subgrupo B. La incidencia
acumulada y la estacionalidad de los subgrupos A 'y
B en Chihuahua y San Luis Potosi pueden estar rela-
cionadas con el periodo invernal y los frentes frios; en
Jalisco y Guerrero, el incremento en el numero de
casos se asocia con el periodo de lluvia, que se pro-
duce por las corrientes himedas de los vientos alisios
de ambos hemisferios en la [lamada “zona intertropical
de convergencia”. Este patron en la estacionalidad se
repitié en los otros dos virus en estudio, no obstante,
la distribucion geogréfica de hMPV fue mas amplia:
se identificaron muestras en Ciudad de México,
Chihuahua, San Luis Potosi, Querétaro, Jalisco,

Michoacan y Guerrero. Los patrones de circulacion de
estos virus durante la temporada invernal y el periodo
de lluvia pueden asociarse al efecto del clima en los
mecanismos de defensa inmune innata en el sistema
respiratorio, como disminucién del movimiento muco-
ciliar y deficiencia en la capacidad de las vias respi-
ratorias superiores para calentar adecuadamente el
aire frio, lo que favorece este tipo de infecciones.
Durante la temporada de lluvia, la humedad del medio
ambiente contribuye a que las gotas de saliva se man-
tengan en suspension por méas tiempo, lo que facilita
Su propagacion.

Nuestros datos coinciden con el reporte del predo-
minio de los rinovirus tipos A y C durante la tempo-
rada de lluvia y principios del invierno.”® Ademas, un
estudio retrospectivo realizado entre 1985 y 1987 en
nifios de Nigeria con infeccion respiratoria mostro que
el pico de incidencia de los casos reportados se pre-
sentd en septiembre, en la temporada de lluvia, a la
que le sigue la temporada de los vientos alisios en
Africa Occidental, caracterizada por frio, sequedad
con polvo y baja humedad durante los meses de
noviembre a marzo (harmatan), condiciones que
dafian las vias respiratorias y favorecen la exposicion
a infecciones.’®?' Nuestros resultados también con-
cuerdan con el sefalamiento de que los coronavirus
respiratorios humanos (HCoV) son responsables de
IRA durante el harmatan y la época de lluvia.?'2®



Nuestros hallazgos demostraron que la mayor inci-
dencia acumulada de coinfecciones virales se presentd
en San Luis Potosi (tres casos) y la Ciudad de México
(dos casos); ademas, San Luis Potosi fue el Unico
estado en el que se aislaron e identificaron muestras
positivas @ hORUV como unico agente causal y en
coinfeccion con hOPV y hMPV. Nuestra investigacion
permiti6 detectar coinfecciones virales también en
Chihuahua, Nuevo Ledn, Jalisco, Michoacan y Tabasco.
La cocirculacion de estos virus respiratorios, su coinci-
dencia estacional y las condiciones del sistema inmune
de los pacientes infectados favorecen las infecciones
multiples. En otro estudio de nuestro grupo de trabajo
se concluyd que las coinfecciones virales modifican el
cuadro clinico respiratorio, provocando manifestacio-
nes “atipicas” con la aparicion de signos y sintomas
como fiebre, dolor abdominal, estridor laringeo y rino-
rrea hialina, lo cual dificulta el diagndstico y la identifi-
cacion correcta del agente etioldgico.'

Finalmente, nuestros resultados sugieren que la
edad pediatrica es un factor predisponente para la
infeccidn viral, probablemente debido a que la madu-
racion pulmonar se logra después de los ocho afios."”
En México no se dispone de datos epidemioldgicos,
probablemente por falta de informacién en el expe-
diente clinico (documento médico-legal), que recopila
el orden cronoldgico de los padecimientos del paciente
y contribuye al diagnostico eficiente. Sin esa informa-
cion, el diagndstico se vuelve azaroso y se pierden
de vista los factores que determinan un padecimiento
o las circunstancias que facilitan el diagndstico pre-
ciso;'? ademas, se pierde la oportunidad de determi-
nar los patrones de circulacién de los virus.

Investigaciones recientes abordan las coinfecciones
virales y los nuevos sintomas respiratorios, asi como
nuevas estrategias de salud para hacer frente a las
infecciones y disminuir las tasas de mortalidad en los
nifos.'”? No obstante, el sesgo por el nUmero de mues-
tras analizadas, la incidencia reportada de cada virus
y las coinfecciones asociadas proporcionaron los datos
necesarios para realizar un esquema de patrones de
circulacion y la distribucion geogréafica en México.
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