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INTRODUCCION

A lo largo del tiempo el virus de la Influenza ha sido una de las causas mas
importantes afio con afio de infecciones del tracto respiratorio, resultando en
importante morbilidad y mortalidad. En Marzo 2009 surgié un nuevo virus de
Influenza en México y California que después presentd propagacion a nivel
mundial. A partir de esta pandemia del 2009 se ha prestado mayor atencién en la
prevencion de esta enfermedad, la importancia de su rapido diagndstico, asi como
tratamiento. Ademas se ha descrito que durante un periodo de brote de Influenza,
aumenta la demanda de atencion hospitalaria, aumentan las infecciones
nosocomiales y la mortalidad por cualquier causa.

La mayoria de personas que se ven afectadas por Influenza presentan una
enfermedad autolimitada y con un curso benigno, sin embargo se han identificado
ya factores de riesgo asociados a desarrollar una presentacion severa y
diseminada de la enfermedad. Algunos de los factores de riesgo identificados para
presentar una enfermedad por Influenza de mayor severidad son la edad, el
estrato socioeconomico, las comorbilidades, obesidad, embarazo, falta de
inmunizacion, un inicio tardio del tratamiento antiviral, coinfecciones bacterianas,
desarrollo de falla en otros o6rganos, necesidad de ventilacion mecénica,
necesidad de estancia en UCI, requerir terapia de sustitucion renal entre otros. Sin
embargo, durante la epidemia 2009 se observaron casos severos en pacientes
sanos y sin comorbilidades. Se desconoce la incidencia y/o prevalencia al
momento de resistencia a Oseltamivir y los genes involucrados en los pacientes
hospitalizados en esta Institucidn; por lo que pretendemos determinar la misma,
asi como definir si existen caracteristicas demograficas especiales que se asocien
a la presencia de la misma.

MARCO TEORICO

Mas del 99 por ciento de los aislamientos de influenza circulando en los Estados
Unidos durante la pandemia de 2009 a 2010 fueron de una cepa sensible a
oseltamivir y zanamivir*. Ya es conocida la baja tasa de resistencia al oseltamivir
entre las cepas pandémicas de la gripe A HIN1pdmQ9 en contraste con la tasa
extremadamente elevada entre las cepas estacionales de la gripe A HIN1.

Una minoria de cepas de influenza A H1N1 pandémica presenta resistencia al
oseltamivir; esta se detecto a partir de pacientes de varios paises, entre ellos
Japon, Estados Unidos, China, Hong Kong, Singapur, Vietham, Dinamarca y
Australia® *. Entre 37 casos en los Estados Unidos, 76 por ciento ocurrieron en
pacientes con inmunosupresion grave y el 89 por ciento ocurrieron en pacientes
gue habian recibido oseltamivir; de este modo, ambas caracteristicas parecen ser
factores de riesgo para el desarrollo de resistencia al oseltamivir?. Por el contrario,
en un grupo de pacientes de la comunidad, en Vietnam resistentes al oseltamivir
en la pandemia de gripe A HIN1, ninguna de las personas habia recibido profilaxis
con oseltamivir®.

La mutacion H274Y de la neuraminidasa, se identifico como la causa de la
resistencia extendida al oseltamivir entre pacientes infectados con influenza A
H1N1 estacional aislados a partir de 2007; también fueron detectados en



aislamientos de pacientes con oseltamivir resistente en la infeccion de influenza A
H1N1 pandémica® >.

Dos grupos de pacientes nosocomiales infectados con Influenza A H1N1
pandémica resistente al oseltamivir se identificaron en Gales y Estados Unidos;
ambos grupos pertenecientes a salas de hematologia y oncologia® ’.

En un estudio, 8 de cada 10 casos los pacientes tenian virus resistentes al
oseltamivir y 4 de 8 se infectaron por transmisién directa del virus resistente®. La
mayoria de los pacientes cuya clinica se informé de los cursos se recuperé sin
complicaciones® 8, aunque algunos pacientes inmunocomprometidos murieron’ °.
En un estudio de casos y controles, los pacientes infectados con un virus
resistente al oseltamivir tenian mas probabilidades de ser inmunocomprometidos y
desarrollar complicaciones respiratorias que los pacientes infectados con un virus
susceptible a oseltamivir®.

El r4pido desarrollo de la resistencia a oseltamivir fue descrito en el trasplante de
células hematopoyéticas, los receptores y los pacientes con tumores malignos
durante el tratamiento para la pandemia de influenza A HIN1* *?. Todos los virus
aislados de estos pacientes permanecieron sensibles al zanamivir. Uno de los
receptores desarrolld resistencia no solo al oseltamivir, sino también para el
peramivirt.

La transmisién comunitaria sostenida de influenza A H1N1 resistente al oseltamivir
fue identificado en 29 personas en Australia®® **. El anélisis de la secuencia en la
hemaglutinina y neuraminidasa indicaron que las cepas resistentes estaban
estrechamente relacionadas, lo que sugiere la propagacion de una sola variante.
Solo un paciente habia recibido oseltamivir antes de la recoleccién de la muestra
respiratoria para las pruebas de resistencia.

Utilizando la secuenciacion profunda, fue censada la poblacion del virus en un
nifio de 15 afios de edad con leucemia de células T e infeccion por Influenza A
H1N1 pandémica, para lo que estaba recibiendo oseltamivir'®. Se encontré que el
paciente presentaba tres variantes genéticas virales poligénicas, distintas
filogenéticamente, sugerente de una infeccion mixta. En respuesta al tratamiento,
una de las variantes desarroll6 la mutacidén H274Y a neuraminidasa, que confiere
resistencia al oseltamivir.

En otro estudio, se utilizd la secuenciacién ultra profunda para evaluar las
poblaciones de virus de Influenza A HIN1 pandémica a partir de muestras
nasofaringeas de dos individuos infectados de una sola familia y de un nifio
inmunodeprimido infectado’. La mutacion H274Y estaba presente como una
variante menor en individuos infectados antes del inicio de la terapia. Ademas , los
aislamientos que poseen la mutacion H274Y fueron transmitidas junto con las
cepas oseltamivir susceptible. La mutacion H275Y no se pudo detectar por
ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
convencionales o mediante secuenciacion de Sanger.

Desde diciembre de 2010, se encontr0 una variante de Influenza A H1N1
pandémica que posee una mutacion en el residuo 247 del gen de la
neuraminidasa (S247N), esta se ha detectado en 22 muestras de la regién de Asia
Pacifico recogida para la Red de Vigilancia Global de Influenza de la Organizacién
Mundial de la Salud®®. Esta mutacién confiere alguna resistencia a oseltamivir y
zanamivir ; la media concentracion maxima inhibitoria (IC50) de oseltamivir se ha



multiplicado por seis y el zanamivir se multiplic6 por tres . Durante los tres
primeros meses de 2011, 9 de 28 muestras (32%) en una regidén del norte de
Australia y 10 de 80 muestras (12,5%) de Singapur contenian la mutacion S247N;
la mayoria de los aislamientos se han detectado en dos grupos en estas regiones.
Esta variante también se ha detectado pocas veces desde 2009 en la gripe HIN1
estacional y en la gripe aviar H5N1 aislados en otras partes del mundo. Cuando se
combina con la mutacion H275Y, como se detect6 en un paciente
inmunodeprimido tratado con oseltamivir, la doble mutacion S247N/H275Y tuvo un
aumento de 7.000 veces en CI50 al oseltamivir y un aumento de cinco veces en
CI50 al zanamivir.

Muestras de virus aislados de Influenza A H1IN1 pandémica que poseen la
mutacion H274Y neuraminidasa resistente a Oseltamivir de pacientes
inmunocomprometidos, mantuvieron aptitud replicativa, transmisibilidad vy
virulencia en un modelo de hurones*®. Un estudio en México reporta que durante
la transicion del primera (mayo-julio) para la segunda ola (septiembre-noviembre)
de la pandemia, se encontraron variantes genéticas en el gen de la
neuraminidasa, lo que sugiere una asociacion de estas mutaciones con resistencia
a oseltamivir'®.

Hay casos raros reportados en el mundo, sobretodo en pacientes
inmunocomprometidos de mutaciones en las cepas del virus de Influenza A HIN1
multidrogoresistentes®® 2. Algunos autores han asociado el uso de terapia
prolongada con retardo en el inicio del tratamiento, comorbilidades y otros factores
no muy bien identificados mas que a la presencia o no de las mutaciones ya
comentadas® ?*. Segun la informacién disponible sobre vigilancia epidemiolégica
y control de la resistencia en los Ultimos afios, oseltamivir y zanamivir siguen
siendo los antivirales recomendados para el tratamiento de la infeccidén por gripe
A/H1IN1pdmQ9, ya que mas del 99% de los virus circulantes en la actualidad son
sensibles a esos farmacos. Amantadina y rimantadina, otros antivirales que han
sido asociados al tratamiento con oseltamivir durante la pandemia, no deben
utilizarse debido a la elevada tasa de resistencia que presentan las cepas
circulantes del virus de la gripe A/lHIN1pdmO9 frente a estos agentes® %°.

En una cohorte observacional, que compara las caracteristicas clinicas entre
pacientes hospitalizados sensibles y resistentes a oseltamivir con la
mutacion(H275Y) por gripa estacional de H1N1; solo encontraron diferencias
significativas en carga viral y edad mayores en los que resultaron ser resistentes,
asimismo la mayoria de los pacientes recibieron terapia antiviral combinada sin
diferencias en mortalidad, dias de estancia o admision a unidad de cuidados
intensivos®®.

JUSTIFICACION

En México y nuestra Institucién no se tiene definida la prevalencia de resistencia
basal a inhibidores de la neuraminidasa principalmente en pacientes que
requirieron una terapia prolongada o combinacion de antivirales durante su
hospitalizacion que pudieran sugerir dicha entidad.

Es importante definirla pues los principales problemas de salud publica son la
transmision de virus resistentes de los cuales en ocasiones desconocemos Si
estos conservan la capacidad de causar enfermedad o si la propagacion se



mantiene, lo que podria contribuir al uso de terapia prolongada o combinada de
antivirales y/o la muerte por falta de respuesta a tratamiento.

Con este estudio podremos determinar la frecuencia de virus resistentes entre
todos los virus de influenza AH1N1pdmO09 que circulan a nivel local y en el mundo
en diferentes temporadas, asi como algunos de los genes involucrados.
Actualmente por la baja prevalencia reportada durante el 2009-2010 no se justifica
la busqueda sistematica de resistencia a inhibidores de la neuraminidasa a
reserva de una evolucion térpida y la PCR persistente positiva, para ello se
recomienda en primer lugar obtener cultivo viral de muestra respiratoria para
confirmar la no viabilidad del virus con el objeto de suspender o no el tratamiento,
y en segundo lugar descartar aparicion de resistencia al farmaco empleado
mediante secuenciacion, lo cual es muy costoso. Sin embargo con el uso
indiscriminado de oseltamivir desde la pandemia del 2009 entre otros factores
como resistencias transmitidas, desconocemos cual ha sido la evolucion de dicha
prevalencia y los factores asociados para desarrollarla.

Es finalmente el tratamiento antiviral adecuado y oportuno para influenza
AH1N1pdmO09 que reducira el tiempo de eliminacion del virus (aclaramiento viral),
llevando a una menor duracién de la enfermedad y sus complicaciones; siendo
pues importante definir la presencia de resistencia en nuevas épocas que nos de
una pauta de manejo y comportamiento estacional.

OBJETIVOS

Primario:
Determinar la prevalencia basal de resistencia basal a oseltamivir en
pacientes hospitalizados con el diagnéstico de neumonia por influenza
AH1N1pdmO09 durante el periodo de Noviembre 2013 a mayo 2014 en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Secundarios:
Reportar la frecuencia de resistencia a oseltamivir de los genes H274Y,
H275Y y S247N en pacientes hospitalizados con neumonia por Influenza
AH1N1pdmQ9 durante el periodo de Noviembre 2013 a mayo 2014 en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Determinar el riesgo de aparicién de genes de resistencia segun: uso previo
de antivirales, uso prolongado y/o combinado de antivirales, exposicion
previa a un contacto con influenza ya en tratamiento (resistencia
transmitida).

Descubrir si existen diferencias clinicas y desenlaces entre los pacientes
hospitalizados con neumonia por Influenza AH1N1pdmOQ9 y reporte de
alguna resistencia a oseltamivir.

MATERIAL Y METODOS
- Tipo de estudio



Este es un estudio de investigacion clinica y epidemioldgica,
observacional, descriptivo y comparativo. Se estudiaron todos los
pacientes con diagnostico de influenza AH1N1pdmQ9 por método de
PCR en tiempo real segun protocolo de los CDC de Atlanta
identificados dentro del laboratorio de Microbiologia Clinica del
periodo del 1 de Noviembre de 2013 al 31 de Mayo de 2014 en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y que hayan sido
hospitalizados.

- Consideraciones éticas y aprobacion por el comité respectivo

Debido al caracter descriptivo del estudio, retrospectivo con informacion tomada
de expedientes y considerando que éste reporte esta exento de cualquier riesgo a
los sujetos de quienes se obtendran los datos, no se obtendra consentimiento
informado. La informacion individual de los pacientes incluidos quedara
confidencial.

Se asigno el codigo de proyecto E0814 por el Comité de Etica en Investigacion del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias con fecha de aprobacion en
Agosto de 2014.

Adicionalmente, se hizo una aprobacién genérica para protocolos de investigacion
relacionados a la influenza.

- Métodos

Obtuvimos una lista con nombre, nimero de expediente, folio y fecha de
toma de muestra de todos los pacientes con diagnéstico confirmado de
Influenza AH1IN1pdmQ09 a través de RT- PCR en el departamento de
virologia/biologia molecular del servicio de microbiologia clinica INER del
periodo del 01 de Noviembre de 2013 al 31 de Mayo de 2014 segun criterios
diagnosticos por protocolo de CDC. De los cuales se procesaron las
muestras ultracongeladas.

Las secuencias de neuraminidasa de Influenza A H1N1 pandémica
disponibles en las bases de datos de dominio publico fueron alineados
utilizando software BioEdit (version 5.0.6, la Universidad Estatal de Carolina
del Norte). De manera similar, los genes M de estos virus también fueron
alineados utilizando software BioEdit. Se hizo un consenso de las
secuencias a partir de ambas bases de datos y se utilizaron para disefiar
primers de pirosecuenciacion (tabla 1) donde se resumen las secuencias de
primers y la pirosecuenciacion reversa de transcripcion PCR (piro-RT-PCR)
gue se utilizaron.

Los ARN virales se extrajeron a partir de muestras clinicas o se utilizaron
aguellos que ya cuenten con extraccion y haya remanente de muestra en el
laboratorio. Las amplificaciones se realizaron con el sistema de un solo paso
SuperScript Il RT-PCR con Taq platino enzima de alta fidelidad (Invitrogen,
Carlsbad , CA) por 45 ciclos, con los primers que se utilizan a 20uM.

Se usaron tres conjuntos de primers de RT-PCR para generar tres
amplicones del segmento de gen de neuraminidasa que cubre las
secuencias que codifican los residuos diana. Un par de primers se



emplearon para amplificar un fragmento de 230pb que contienen las
secuencias que codifican para los 5 aminoacidos responsables de la
resistencia a los adamantanos (Tabla 1). Las reacciones de
pirosecuenciacion se hicieron como se ha descrito. Brevemente, los
productos de PCR biotinilados se lavaron a través de una serie de
tampones, y se generdé un ADN de cadena simple que se utiliza como una
plantilla de hibridacion para primers de secuenciacion especificos para el
residuo, que se uso a una concentracion de 100uM.

Tabla

Las muestras de material genético designadas para pirosecuenciar, son
amplificadas por un primer biotinilado mediante RT-PCR, para posteriormente ser
inmovilizadas en perlas de cefaroza, marcadas con estreptavidina. Se agregaron
2ul de perlas por muestra, 40 pl de buffer de ligacién, 15 pl del producto de PCR,
y 23 ul de agua grado molecular (volumen final: 80 yl por reaccion), se sella la
placa y agita a 1400 rpm, colocamos la placa en la estacién de lavado, y después
del proceso de lavado colocamos la placa dentro del equipo para ser leida. Se
cargaron los datos a una USB y analizamos los resultados con el Software
Pyromark en busca de las mutaciones H275Y, H274Y (15) y S247N (9).

Se revisaron los resultados existentes de la lista obtenida previamente sobre
resistencia a oseltamivir y se vaciaron en una base de datos de SPSSv19-.
Obtuvimos de los expedientes clinicos, imagenolégicos y de laboratorio de los
casos analizados datos demograficos, clinicos, laboratoriales, de estancia
hospitalaria, uso de antivirales, radioldgicos.

- Definicion de variables

- Variables independientes

- Variables dependientes



NOMBRE DE DEFINICION DEFINICION TIPO DE INDICADOR
LA VARIABLE CONCEPTUAL OPERATIVA VARIABLE
Resistencia a Resistencia identificada Identificacion de Cualitativa 1: H275Y
oseltamivir en el virus de influenza resistencia a 2: H274Y
AH1IN1pdmO09 a oseltamivir mediante 3: S274N
inhibidores de pirosecuenciacién de 4: NINGUNA
neuraminidasa los genes H274Y,
“oseltamivir” H275Y y S247N en
muestras

ultracongeladas con
diagnostico de virus
influenza AH1IN1

- Criterios de inclusion
- Pacientes hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias con diagnéstico de influenza AHLIN1pdmO09 por método de
PCR en tiempo real segun protocolo de los Centros de control de
enfermedades (CDC) de Atlanta; identificados dentro del laboratorio de
Microbiologia Clinica del INER del periodo del 1 de Noviembre de 2013 al
31 de Mayo de 2014.

- Que cuente con expediente clinico completo.

- Pacientes Expuestos: Pacientes con uso previo de oseltamivir a dosis

estandar o prolongada y/o contacto con un paciente con el diagnostico de
influenza ahlnlpdmO09 ya en tratamiento.
- Pacientes No expuestos: Todo paciente sin uso previo de antivirales o
exposicidén a un contacto en tratamiento antiviral.
- Criterios de exclusion

- Pacientes a los cuales se les haya hecho el diagnéstico de Influenza
AH1IN1pdmO09 en otro lugar que no sea el laboratorio de microbiologia
clinica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

- Pacientes cuya muestra inicial diagndstica almacenada en el laboratorio de
microbiologia clinica no sea suficiente para el proceso de
pirosecuenciacion.

- Criterios de eliminacion

- Pacientes con diagnéstico de Influenza A HLIN1 que se hayan trasladado a

otras instituciones posterior a su ingreso.

- Andlisis estadistico



Se obtuvieron medidas de tendencia central, dispersion, frecuencias y porcentajes
analizadas utilizando el programa SPSS19.

Se calculo:

Incidencia acumulada:

Definida como el numero de casos nuevos del evento de interés que se
desarrollan en una poblacion durante un periodo de tiempo determinado.

A= no de casos nuevos en el sequimiento
Total de la poblacién en riesgo al inicio del seguimiento

La prueba x2 de Pearson (o la prueba exacta de Fisher, segun corresponda) fué
utilizada para comparar las frecuencias de variables nominales cualitativas, entre
dos grupos. La prueba t de Student se utilizé en la comparacién de variables
cuantitativas continuas de distribucién normal, asi como U de Mann-Whitney en
caso de distribucidon no paramétrica. Todos los valores de p para comparaciones y
correlaciones se calcularon a dos colas y considerados como significativos cuando
p < 0,05. Se construyeron modelos multivariados mediante regresion logistica para
identificar factores independientemente asociados a resistencia a oseltamivir. Se
empled el paquete estadistico PASW v19.0 en todos los calculos de este informe.

Riesgo Relativo (RR):

Medida de la magnitud de la asociacion entre el factor de exposicién y la
enfermedad. Estima el riesgo de que los sujetos expuestos presenten la
enfermedad en relacidén a los no expuestos. La exposicion es el uso previo de
antivirales o exposicion a un contacto ya en tratamiento con oseltamivir.
Pacientes Expuestos: Pacientes con uso previo de oseltamivir a dosis estandar o
prolongada y/ contacto con un paciente con el diagnostico de influenza
ah1lnlpdmOQ9 ya en tratamiento.

Pacientes No expuestos: Todo paciente sin uso previo de antivirales o exposicion
a un contacto en tratamiento antiviral.

Enfermos Sanos (sin Total
(resistencia) resistencia)
Expuestos a b a+b
No expuestos C d c+d
RR: incidencia expuestos = a/(atb)
Incidencia no expuestos c/ (c+d)

-Declaracion de financiamiento
No existe fuente de financiamiento y afiliaciones institucionales y corporativas mas
gue las que han sido sefialadas en la “institucion de adscripcién”.

-Declaracion de conflicto de intereses

El autor y los colaboradores hacen constar que no tienen asociaciones
comerciales que puedan significar un conflicto de interés con el objetivo y
desarrollo de la tesis.
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RESULTADOS

Se analizaron 149 expedientes de 167 pacientes obtenidos de la lista de pacientes
con diagnostico de influenza en el laboratorio de microbiologia clinica en el
periodo definido para el estudio, de estos 126 son del subtipo AHIN1 84.6%, 12
de B 8.1%, 9 de H3 6% y 2 de H1N1 estacional 1.3%. De los 149 61.1% eran del
sexo masculino y 38.9% del sexo femenino, con una media de edad de 39.37 afios
+20SD.

Los diagnosticos enviados para el procesamiento de muestra fueron 45.5%
neumonia, 40.4% influenza, 14.1% otros diagnodsticos. Del tipo de muestra
enviado para diagnostico del cual se obtendra material genético para el analisis de
resistencia 88.1% corresponden a hisopados nasofaringeos, 7.9% a aspirados
traqueales y 5% lavados bronquioalveolares. De los factores de riesgo que se
identificaran como predictores de resistencia a oseltamivir hemos encontrado que
solo el 3% de los pacientes refieren vacunacion previa en el expediente y 97% no
recibieron vacunacion previa. Dentro de viajes recientes 4% refirieron alguno en
las ultimas 4 semanas, 94.9% no viajaron y 1% se desconocia el estado de viajes
recientes. 8.7% refirieron uso previo de antiviral tipo oseltamivir, 91.3% no lo
usaron. Del los tratamientos antivirales en general recibidos 6.3% no recibieron
tratamiento al ingreso, 88.9% oseltamivir, .8% amantadina/rimantadina, 2.4%
recibieron triple terapia antiviral y 1.6% recibid oseltamivir/ribavirina.

Una terapia antibacteriana previa al diagnostico de influenza fue instaurada en el
63.5% de los pacientes

De los pacientes que usaron cualquier tipo de terapia antiviral analizados la
mediana de uso fue La media de tratamiento antiviral fue de 9 dias+t20SD minimo
de 0 dias y maximo de 27.

El estado inmunoldgico basal se ha identificado en la literatura internacional como
factor de riesgo a resistencia por lo que se ha encontrado que 1% tenia VIH al
momento del diagnostico, .8% presentaban una enfermedad reumatoldgica de
base, 8.7% alcoholismo, 40.5% obesidad, 8.7% DM2, 10.3% HAS 8.7% asma,
2.4% EPOC, .8% cancer, .8% tuberculosis, 1.6% neumopatia intersticial,
trastornos hepaticos .8%, uso cronico de esteroides .8%.

En cuanto al cuadro clinico al momento del ingreso de los pacientes con influenza
en general fueron principalmente los siguientes signos y sintomas: fiebre, que la
presentaron 115 pacientes (77.2%), tos, 97 pacientes (65.1%), disnea, 89
pacientes (59.7%) y artralgias, 59 (39.6%).

SIRA (sindrome de distrés respiratorio agudo)se defini6 segun los criterios
utilizados en el afio 2011 en el congreso de la Sociedad Europea de Medicina
Intensiva realizado en la ciudad de Berlin, avalados por la Sociedad Americana de
Torax (ATS), el cual es una lesién pulmonar aguda, donde el tiempo de inicio es
dentro de la primer semana de conocido el dafio o nuevo deterioro de los sintomas
respiratorios, con imagenes radiolégicas con opacidades bilaterales, falla
respiratoria no explicable completamente por una insuficiencia cardiaca o
sobrecarga de liquidos y presencia de hipoxemia con un indice de oxigenacion
menor de 300; el cual se estratifica en tres niveles: Leve, moderado y grave de
acuerdo a la hipoxemia presente; de tal modo que una PaO/FiO2 de 201 a 300



mmHg se considera leve, una PaO/FiO2 menor o igual de 200 mmHg es
considerado como moderado y una PaO/FiO2 menor o igual a 100 es un SIRA
grave; un PEEP minimo de 5 cmH20 se incluy6 en la definicion. Ya definido SIRA,
109 pacientes (73.2%) cumplieron con estos criterios al momento del ingreso
hospitalario.

Todos los pacientes tuvieron radiografia de térax al ingreso, pero solamente 74
pacientes de los 149 (49.7%) tuvieron tomografia de toérax durante su estancia
intrahospitalaria.

Los hallazgos radiolégicos por radiografia de térax o por tomografia de térax mas
frecuentes encontrados al momento del ingreso: consolidacion con broncograma
aéreo 46 pacientes (30.2%), vidrio despulido 40 (26.8%) e infiltrado alveolar difuso
36 (24.2%).

35 pacientes (23.5%) requirieron estancia en terapia intensiva, 40 pacientes
(26.8%) requirieron ventilacibn mecanica no invasiva durante su estancia
hospitalaria y casi la mitad de los pacientes, 69 (46.3%) requirieron manejo
avanzado de la via aérea y ventilacibn mecanica invasiva.

Referente a mortalidad hospitalaria fallecieron 25 de los 149 pacientes (16.8%) y
las principales causas de mortalidad de acorde al certificado de defuncién fueron
choque séptico, influenza, lesion renal, falla organica multiple y neumonia. De los
pacientes con influenza AH1IN1pdmO09 la mortalidad fue del 16.7%.

DISCUSION

Como se esperaba al principio del estudio la resistencia a Oseltamivir fue menor al
1%, los pacientes que recibieron terapia prolongada a antivirales fueron los que
tuvieron desenlaces peores. La observacion en la mayoria de los estudios es que
la mutacion mas comunmente asociada con la resistencia a oseltamivir (H275Y)
estd presente en la poblacion viral de algunos individuos antes del inicio del
tratamiento. Ademas, esta poblacibn menor resistente a los medicamentos no
podia ser revelado por métodos convencionales, tales como las pruebas de
resistencia fenotipica y secuenciacion de Sanger. Esta observacion es importante
para un numero de razones. En primer lugar, la existencia previa de Y275 significa
gue la seleccion para la resistencia a los medicamentos procedera mucho mas
rapidamente después de la aparicién de la presion de seleccién de drogas que si
los virus solo estan presentes en la poblacién, porque no hay tiempo de espera
para la mutacidbn aparezca. Mas aun, la presencia de la mutaciébn Y275 en
huespedes no tratados indica que esta mutacion no es fuertemente perjudicial en
ausencia de tratamiento con oseltamivir y probablemente no necesita mutaciones
compensatorias para permitir su fijacion. De hecho, en ambos casos estudiados
agui, no se observaron cambios de aminoacidos que se fijaron concordante con
Y275 y sélo una unica mutacién sinénimo (en NS1).

Si la mutacion Y275 esta presente en huespedes antes del inicio del tratamiento,
entonces también es probable que haya sido transmitida entre los individuos como
una variante de menor importancia. Esto a su vez sugiere que puede no ser a
menudo una poblacion importante durante la transmisién de virus de la gripe. De
hecho, la infeccibn mixta de mudltiples variantes de virus de la gripe se han
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observado tanto en la infeccion natural humana y la infeccion animal experimental
y, por lo tanto, puede ser comun.

Ademas, nuestro protocolo de muestreo en el caso de transmisién cruzada dicta
gue no podemos excluir que hubo una répida selecciébn de resistencia al
oseltamivir.

Sin embargo, esto implicaria la seleccién extremadamente rapida de la resistencia
y no cambiar la observacion central que multiples variantes se transmiten entre
ellos, porque ambos H275 y Y275 se encontraron en el padre.

Las nuevas mediciones ultraprofundasde secuenciacion de las poblaciones virales
intra-huésped, promete transformar nuestra comprension de la evolucién de la
resistencia a los medicamentos en las infecciones virales agudas, lo que permite
la diseccion del espectro mutacional en un nivel mayor de precision. De hecho, es
sorprendente que, en los casos 2, RT-PCR convencional no pudo detectar la
presencia de resistencia a oseltamivir, aunque Y275 estaba presente en la
poblacion viral. Sin embargo, a pesar de su indudable potencial, la secuenciacion
ultra-profunda también tiene una serie de dificultades analiticas inherentes. En
primer lugar, porque el protocolo de secuenciacién conduce a la generacion de la
secuencia corta lee, posiciones de nucleétidos pueden no estar relacionados, ya
sea en o entre los genes excepto si son lo suficientemente cerca como para que
aparezca en la misma secuencia de leer o si tienen el mismo patron de
prevalencia. Es fundamental para garantizar que las variantes genéticas de menor
importancia no son el resultado de la PCR y / o artefactos de secuenciacion. La
amplificacion conduce al problema bien conocido de los duplicados de PCR, a
veces resultando en distorsion severa a las proporciones observadas de los
verdaderos subpoblaciones variante y la posible creacion de secuencias variantes
falsas a través de errores de PCR. Para hacer frente a estos problemas, cada
muestra de nuestro estudio fue amplificado en 4 reacciones independientes
utilizando diferentes codigos de barras, lo que nos permite un seguimiento de los
productos de amplificacion y su respectiva secuencia lee. El trabajo futuro se
utilice un enfoque rentable simple y mas utilizando cebadores modificados que
incluyen etiquetas Unicas para cada plantilla.

CONCLUSIONES

La prevalencia de resistencia basal a oseltamivir en nuestro centro es similar a lo
reportado a nivel mundial a pesar de no haber aislado resistencias en pacientes
virgenes a tratamiento.

En pacientes en quienes se encuentra la mutacion habra que ahondar mas en la
investigacion o series mas grandes para tratar de hacer una correlacién con
factores de riesgo y desenlaces. Asimismo sigue sin justificarse la necesidad de
realizar basqueda intencionada de genes de mutacion como protocolo, pues la
prevalencia es baja y el costo beneficio es pobre.
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