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RESUMEN

Introduccion: el primer virus pandémico del siglo xxi, el virus influenza A (H1IN1)/2009, emergié en México, a finales del mes
de abril de 2009, después de un triple reordenamiento entre virus de influenza de origen aviar, humano y porcino, y desde ali se
disemin6 por el mundo. Frente a ese evento, en Cuba, se adoptaron medidas determinantes antipandémicas, entre ellas, se reforzd
la vigilancia virolégica con todas las acciones necesarias. Objetivos: detectar y confirmar la entrada del agente causal de la
pandemia en el pais, de forma réapida, oportuna'y ademés, definir la participacion de otros virus en la etiologia de las infecciones
respiratorias agudas. M étodos: como consecuencia de la vigilancia de laboratorio, entre las semanas epidemioldgicas 38 a la
42 de 2009 (meses de septiembre y octubre) se procesd un total de 1 063 muestras clinicas respiratorias (exudado nasofaringeo,
aspirado bronquial y muestras de necropsia de pulmon), detectandose el mayor nimero de casos confirmados de infeccion por el
nuevo virus en este periodo, que se correspondi6 con la primera oleada pandémica en Cuba. El diagnostico viroldgico se realizo
utilizando un algoritmo de diagnostico molecular. Resultados: de las 1 063 muestras, 597 (56,0 %) resultaron positivas. El virus
de influenza pandémica A(H1N1) 2009, fue el agente etioldgico detectado con mayor frecuencia en 306 casos sospechosos
(51 %), seguido por el virus influenza A(H3N2) en 228 pacientes (38 %). Otros virus respiratorios se diagnosticaron en 63
muestras clinicas (11 %). El virus pandémico se confirmé en 50 gestantes. Los rinovirus se detectaron con mayor frecuencia en
muestras de pacientes con diagndstico clinico de bronconeumonia y bronquiolitis. Durante el periodo estudiado se report6 un
incremento de la morbilidad, se notificaron 225 825 atenciones médicas por infeccidn respiratoria aguda a mediados del mes de
octubre. Conclusion: el agoritmo de diagndstico molecular empleado para la confirmacién de los virus influenza y otros virus
respiratorios demostré ser sensible, especifico y efectivo para garantizar la vigilancia virolégica sistematica en nuestro pais
durante la fase pandémica.
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INTRODUCCION

Lainfluenza o gripe es unainfeccién respira-
toriaaguda (IRA), cuyo agente causal es €l virus
de la influenza. Se asocia a elevadas tasas de
morbilidad y mortalidad generalmente relacionada
con la neumonia; considerables costos en los
servicios delasalud publicay enlasociedad.

La ocurrencia anual de las epidemias de
influenza se mantiene por |os continuos procesos
de cambios antigénicos menores o drift, debidos
alaacumulacion de mutaciones puntuales en los
genes gque codifican las glicoproteinas situadas en
la superficie viral: la hemaglutinina (HA) y la
neuraminidasa (NA). A intervalos impredecibles
ocurre laemergencia o reemergencia de una cepa
pandémica, con caracteristicas antigénicas y ge-
néticas nuevas, originadas por cambios mayores o
shift de la HA, la NA o ambas, para la cua la
mayoria de los individuos poseen poca o ninguna
inmunidad.?

Bajo estas condiciones se gestd €l nuevo virus
de influenza pandémico, el A (H1N1)2009, con
un genoma constituido por un triple reordena-
miento entre virus de influenza de origen aviar,
humanoy porcino.® Seidentificd por primeravez en
EE. UU. y México en abril de 2009, diseminandose
atodos los continentes.

La enfermedad en general se ha comportado
deformasimilar alainfluenzaestacional, pero de
formainusual haafectado alosgrupos masjovenes
y gestantes. En la actualidad se le atribuye a esta
pandemia un impacto moderado en los servicios
desaud.

La Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS), hastad 16 deagosto de 2010, notificd 8 567
fallecidosconfirmadosenlaregion delasAméricas,
y de ellos 83 pertenecen a Cuba.*®

Desde 1997, con el salto de especie del virus
deinfluenzaaviar A (H5N1),° considerado € agente
con mayores probabilidades para producir una
pandemiay, posteriormente en 2003, laemergen-
ciade un nuevo coronavirushumano, e coronavirus
SARS/” estos eventos permitieron alacomunidad
cientificainternacional y alos sistemas nacional es
de salud acelerar la preparacion mundial para el
enfrentamiento de una futura pandemia por virus
deinfluenza, oportunidad sin precedentes.

El 11 de junio de 2009 fue declarada la fase
pandémica por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), sin embargo, desde el 28 de abril
y como parte del Plan Nacional de enfrentamiento
alainfluenza pandémicaA(H1N1), el Labora-
torio Naciona de Referencia de virus influenza
(LNRI) y el Laboratorio Nacional de Referen-
cia para otros virus respiratorios (LNRVR) del
Instituto de MedicinaTropical "Pedro Kouri" (IPK),
estuvieron responsabilizados con ladeteccion ré-
piday oportunadelapresenciadel nuevo virusen
Cuba, asi como el monitoreo de la circulacion de
este agentey otrosvirusrespiratorios que posibili-
tara la alerta a las autoridades nacionales de
salud para laimplementacion de acciones de pre-
venciény control.

Teniendo en cuenta los resultados de la vigi-
lancia de laboratorio, mediante un algoritmo de
diagnostico molecular, se describe en el presente
trabajo, la caracterizacién de la circulacion del
virus pandémico y otros virus respiratorios en €l
periodo comprendido entre las semanas
epidemiol 6gicas 38 ala42 de 2009 en Cuba.

METODOS
MUESTRASCLINICAS

Entre el 13 de septiembre y el 17 de octubre
de 2009, el LNRI proceso untotal de 1 063 mues-
trasclinicas (exudado nasofaringeo, aspirado bron-
quial y muestras de necropsia de pulmén)
procedentes de pacientes que cumplieron los
criterios de definicion de caso sospechoso de
infeccion por el virusinfluenzaA (HIN1) pandé-
mico, incluido dentro del Plan Nacional de enfren-
tamiento a este virus, disponible en todas las
unidades de los diferentes niveles de atencion del
SistemaNacional de Salud. Del total de muestras
procesadas, 704 provenian de pacientes con diag-
néstico clinico de enfermedad tipo influenza (ETI),
328 de pacientes con infeccion respiratoria aguda
grave (IRAG) y 31 fallecidos por IRAG.

Todas las muestras se colectaron en 3 mL de
medio de transporte (universal transport medium,
Copan Innovation, CA, USA) y se trasladaron a
LNRenlasprimeras24h. Asuarriboa LNRI, se
dispensaron y procesaron de manera inmediata.



Una aicuota de cada muestra fue conservada en
congelacién a—80°C.

PROCEDIMIENTO

Todas las muestras clinicas fueron procesa-
das utilizando los protocol os para la deteccion de
17 virusrespiratorios, seguin se detallaacontinua-
cion. El trabajo se desarroll6 en gabinetes de se-
guridad clase I1.8

EXTRACCION DEACIDOSNUCLEICOS

Laextraccion deARN y ADN total serealizd
a partir de las muestras clinicas (volumen inicial
de 140 uL) mediante los estuches comerciales
QlAamp Viral RNA (QIAGEN Ref 52906)
y QlAamp Vira DNA (QIAGEN Ref 51106),°
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.
El ARN extraido se procesd de manerainmediata
cumplimentando el protocolo paralaamplificacién
de &cidos nucleicos.

RCPEN TIEMPO REAL PARA EL DIAGNOSTICO
DE INFLUENZA PANDEMICAA (HIN1) 2009

Se realiz6 siguiendo las instrucciones reco-
mendadas por el Centro parael Control de Enfer-
medadesy su Prevencion (CDC, siglaseninglés),
Atlanta, Georgia, Estados Unidosy publicadas
por la OMS.*°
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ENSAY OSDE TRANSCRIPCION REVERSA-REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA (TR-RCP)

Con el objetivo derealizar el diagnéstico dife-
rencial con virusinfluenzaA, B y C estacionales
(Inf A, Inf B e Inf C), y otros virus respiratorios
(virussincitia respiratorio humanoA'y B [VSRH
A y B], adenovirus [AdV], virus parainfluenza
humano 1,2,3,4ay 4b [1-4/ VPIH], enterovirus
[EV], rinovirus [RV], metapneumovirus humano
[MPVH], bocavirus humano [BoVH] y corona-
virushumanos[CoVH] 229E y OC43) seemplearon
variosensayos de TR-RCP convencional publica-
dos previamente. X4

RESULTADOS

Como resultado delavigilanciadelaboratorio,
entre las semanas epidemioldgicas 38 ala 42 de
2009 (meses de septiembrey octubre), se procesd
un total de 1 063 muestras clinicas respiratorias;
56 % (597) resulto positivo aalgun agenteviral . El
virus de la influenza pandémica A (H1IN1) 2009
fue el agente etiol6gico detectado con mayor
frecuencia en 306 casos sospechosos (51 %),
seguido por €l virus influenza A (H3N2) en 228
pacientes (38 %) (tabla 1). Otros virus respira-
torios se diagnosticaron en 63 muestras clinicas
(11 %) (Fig.).

Delos 306 casos confirmados de infeccion por
el virus pandémico, 239 presentaron formasleves
de lainfeccion, 58 desarrollaron IRAG y 9 casos

Tabla 1. Distribucion por semanas del total de casos positivos a virus de influenza
pandémico A (HIN1), y a virus A (H3N2). Semana epidemiol6gica 38-42, Cuba 2009

Negativos A (HIN1)/2009 A (H3N2)
Semana Casos Cantidad %  Positivos Cantidad % Cantidad %
Total 1063 466 44,0 597 306 51,0 228 38,0
38 59 39 66,0 20 10 50,0 3 15,0
39 45 19 42,0 26 13 50,0 10 38,0
40 284 118 42,0 166 110 66,0 41 25,0
41 247 122 49,0 125 71 57,0 40 32,0
42 428 168 39,0 260 102 39,0 134 52,0
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38 %
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Fig. Porcentaje de positividad a virus pandémico A (H1IN1), al virus A (H3N2) y otros virus respiratorios. Semana epidemioldgica 38-42.

Cuba, 2009.

fallecidos, confirmados a partir del estudio de
muestras de pulmon.

El mayor nimero de casos diagnosticados
(86) deinfluenza pandémicaA (H1N1) 2009y de
influenza A(H3N2) que alcanzo lacifrade 85, se
detectaron en la provincia La Habana. En orden
de frecuencia, la segunda mas afectada fue la
provinciade LasTunas, se confirmaron 30 pacientes
positivosal viruspandémicoy 20 a virusinfluenza
A (H3N2).

Como parte del estudio etiol 6gico de brotesde
IRA, seinvestigé untotal de 223 muestrasclinicas
y 154 (69 %) resultaron positivas a alglin agente
viral; 57 % de positividad correspondié a virus
pandémico (88), 51 muestras resultaron positivas
ainfluenzaA(H3N2)(33 %) y 10 % de positividad
se encontrd para otros virus respiratorios.®®

Se procesaron 118 muestras clinicas de ges-
tantes, enlas cuales seencontr6 61 % de positividad
aaguno de los agentes virales investigados (72).
Lainfeccién por el virus pandémico se confirmé
en 69 % de las muestras positivas, de ellas, 34 %
procedente de pacientes con diagndstico clinico de
IRAG. El virusinfluenzaA (H3N2) fue detectado
en 20 pacientes gestantes y solo 1 de €ellas con
IRAG.

En latabla2 se puede observar ladistribucion
de casos confirmados a virus pandémico en los
diferentes grupos de edades. EI mayor nimero de
casos se encontro en las edades comprendidas
entre 15 y 24 afios (102 casos), seguido por el

grupo de 25 a 59 afios donde se diagnostico en
80 casosy € grupo de 10 a 14 donde seregistraron
61 casos positivos.

Tabla 2. Distribucion de los casos positivos y fallecidos por el
virus de influenza pandémico A (H1N1)/2009 por grupos de
edades. Semana epidemioldgica 38-42, Cuba 2009

Grupos de edad (afios) Casos % Fallecidos
Total 306 100,0 9 (2,94%)

< de 1 afio 8 2,6

Dela4 15 49

De5a9 24 78

De 10 a 14 61 19,9

Del5a24 102 33,3 2

De 25 a 59 80 26,1 6

De 60 a 64 4 1,3

65y mas 8 2,6 1

Ignorado 4 1,3

Tabla 3. Casos positivos a otros virus respiratorios y agentes
detectados. Semana epidemioldgica 38-42.Cuba, 2009

Total %
Positivos 597 100,0
Positivos a otros virus 63 11,0
Influenza tipo B 4 0,7
Influenza tipo C 2 0,3
Rinovirus 28 4,7
Parainfluenza 3 6 1,0
Adenovirus 5 0,8
Parainfluenza 4 4 0,7
Bocavirus 4 0,7
Virus sincitial respiratorio-A 3 0,5
C229 E 2 0,3
Virus sincitial respiratorio-B 1 0,2
Enterovirus 2 0,3
COC43 - Rinovirus 1 0,2
Parainfluenza 4 - Rinovirus 1 0,2




Entre los 9 fallecidos en |os que se detecto €l
virus pandémico, 8 estaban incluidos en las eda-
des comprendidas entre 15 y 59 afos, y 1 caso
de 75 afos de edad.

El diagnostico diferencial de otrosvirusrespi-
ratoriosposibilitéidentificar d rinovirusen 28 mues-
tras clinicas (5 %). Se identificaron otros virus,
aunque en menor proporcion (tabla 3).

DISCUSION

En las semanas objeto de estudio se logro €l
monitoreo de la circulacién de 17 agentes virales
involucradosenlaetiologiadelas|RA. Esteresul-
tado fue posible debido al fortalecimiento de las
capacidades diagnosticas del LNRI del IPK, que
hoy aplicamétodos de diagndstico molecul ar efec-
tivos,’** de gran sensibilidad y especificidad; los
cuales posibilitaron que durante 2009 se pudiera
ofrecer una respuesta rapida y segura frente a un
evento cuyamagnitud mundial eraimpredecible.

L os resultados demuestran que los virus in-
fluenza son uno de los principales agentes
etiologicos de las IRAs en Cuba, a confirmarse
lostiposA, B o C en 90 % de las muestras posi-
tivas. Dentro de estos agentes, como era de espe-
rar, teniendo en cuentalafase pandémicaalaque
se enfrentaba el mundo, se detecté un predominio
significativo de la positividad al nuevo virus
pandémico (51 %), lo que confirméd la amplia
circulacion de este agente en el pais, que ocasiona
casos esporadicos, brotes, enfermedad leve,
gravey muertes. Estos hallazgosestan enrelacion
con el comportamiento de un virus pandémico en
una poblacion carente de inmunidad especifica
para un agente emergente.®

No es primera vez que la humanidad se en-
frentaaun evento pandémico. Duranted sigloxx,
tres grandes pandemias de influenza: la “gripe
espaniola’” A (HIN1) en los afios 1918-1919 que
causd entre 20 y 50 millones de fallecidos; la
“gripeasidtica’ producidapor el subtipoA(H2N2)
en los afos 1957-1958 y lade “Hong- Kong” por
el subtipo A(H3N2) enlosafios 1968-1969, ambos
causantes de 1y 4 millones de muertes, respecti-
vamente.?

La influenza asociada a la neumonia ha ocu-
pado entre el cuarto y quinto lugar dentro de las
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causasgeneralesde muerte®>en Cuba; enlosultimos
10 afios, al igual que en el resto del mundo consti-
tuye la primera causa de consultas médicas. Sin
embargo, cadaafio el nimero de atenciones médi-
cas por esta causa experimenta variaciones, las
cuales se pudieron constatar en €l periodo en que
se describen los resultados.

Si se comparan los datos de morbilidad por
IRA, reportados por la Subdireccion de Epi-
demiologia del IPK* en la semana 35 con los
reportados en la semana 38, es posible detectar un
incremento significativo en e nimero de atencio-
nes médicas desde 108 815 a 167 372, respecti-
vamente. Estos valores experimentaron un
aumento mayor haciala semana 41, donde se
notificaron 225 825 atenciones médicas. Como
se puede apreciar en los resultados de laborato-
rio presentados en este trabajo, enigual periodo
en el que fueron reportados |os mayores nime-
ros de atenciones meédicas se confirmé el mayor
nuimero de casos de infeccién por el virus in-
fluenza pandémicaA (H1N1) 2009, que desplazd
en sutotalidad delacirculacion al virusdeinfluen-
za estacional A (HIN1) y parcialmente a virus
influenzaestacional A (H3N2), subtipo dominante
enlacirculacion en d paisy que hasido responsable
de epidemias anuales y casos de IRAG.1S Al
considerar losresultados clinicos, epidemiol 6gicos
y delaboratorio en el periodo estudiado, esposible
afirmar hoy, que entrelas semanas epidemiol gicas
38ala42de 2009 ocurrié laprimeraoclapandémica
en Cuba (tabla 1, Fig.).

Resulta interesante que en la provincia La
Habana, se observo la cocirculacion del virus
pandémico con rangos similares a subtipo dein-
fluenzaA (H3N2), lo que no ocurrié en ningunade
las restantes provincias.

El monitoreo diario de laocurrenciade brotes
y su estudio por €l laboratorio constituy6 un pilar
fundamental delavigilanciade lacirculacion del
virus pandémico en Cuba. Es de sefialar queen el
periodo durante el cual se presentan estos resulta-
dos seinvestigd 100 % de los brotes notificados
y €l estudio etiol 6gico demostré a virus pandémico
como el principal agente causal, seguido por €l
virus influenza estacional A(H3NZ2). Estos resul-
tados reafirman la caracteristica epidémica de los
virusinfluenzay su rapidadiseminacion, congran
impacto cuando el nUmero de susceptibles es
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mayor, como ocurre con la emergencia de un
virus pandémico.

Desde los inicios de la circulacion del virus
pandémico se notificd laasociacion entre embarazo
y severidad de la infeccién por e nuevo virus.
Teniendo en cuenta que la poblacién de gestantes
era considerada un grupo de riesgo para el desa-
rrollo de formas graves de lainfeccion, sellevo a
cabo en Cubaunavigilanciaintensificadaclinica,
epidemioldgicay de laboratorio sobre este grupo
de pacientes. Bgjo esta consideracion, € sistema
de vigilancia estuvo encaminado ala pesguisa de
100 % de las gestantes con infeccion respiratoria
aguda y el procedimiento personalizado por los
profesionales de lasalud de los diferentes niveles
de atencion sobre labase de un protocol o estable-
cido con ese propdsito, con el beneficio del diag-
nostico y tratamiento temprano. El estudio de
laboratorio de este grupo de pacientes constituy6
unaprioridad dentro delavigilanciay demostré el
mayor porcentgje de positividad para el virus
pandémico en gestantes con IRAG, que acanzé
34 % de positividad.

Observaciones de pasadas epidemias y pa-
ndemias deinfluenza han identificado alas muje-
res embarazadas como un grupo vulnerable para
la infeccién y fallecimiento por estos virus.'81°
Durante la pandemia de influenza asidtica, 1957-
1958, 10 % delas muertesen New York involucré
a mujeres embarazadas, y en Minnesota, 50 %
de los fallecimientos ocurrié en mujeres durante
el embarazo.?%

Diversos factores influyen en la vulnerabili-
dad delasembarazadas: |os cambiosinmunol 6gicos,
la demanda de ventilacion aumentada, la capaci-
dad funcional residual disminuida y la presion
oncética.?®

En €l desarrollo de lasinfecciones virales, se
havisto que tanto lainmunidad innatacomo laad-
quirida desempefian un papel fundamental en la
eliminacion del virus.* En particular un patron de
respuesta celular Thl esta asociado con €l aclara-
miento de las infecciones virdesy el cese de la
replicacion. Las mujeres durante el embarazo
presentan cambios hormonales relacionados con
este estado fisiol 6gico (aumento delos niveles de
estrégeno y de progesterona) y consecuentemente
trastornos inmunol 6gicos. El predominio de las
hormonas esteroideas pudiera incrementar la

replicacion viral, regulando las moléculas de la
respuesta inmune que inhiben estos eventos.?®
Ademas podrian afladirse determinantes anti-
génicosdel virus pandémico,? quelograran agudi-
zar el estado detoleranciafisiol 6gicaque presentan
estas mujeresy producir unadisminucion notable
en la respuesta Thl, con una respuesta proinfla-
matoria carente de control, con la consecuente li-
beracion de mediadores inflamatorios toxicos, en
el sitio donde esta ocurriendo larespuestainmune.
Diversasinvestigaci ones son necesarias paracon-
tribuir a esclarecimiento de la patogénesis de la
infeccion por el virus influenza pandémica A
(HAIN1) 2009 en el embarazo.

En contraste con las temporadas epidémicas,
se observé una proporcién mas baja en las tasas
de mortalidad en los mayores de 60 afios, que re-
sulté marcadamente alta en personas jévenes,
al gunos autores plantean que estas edades consti-
tuian un factor de riesgo para fallecer,?% lo que
concuerda con los resultados del presente trabajo
donde 89 % de los fallecidos confirmados de in-
feccion por el virus pandémico durante la prime-
raoleadaen Cuba se encontraban entre las edades
comprendidas entre 15 y 59 afios.

Resulta importante destacar que después del
virusinfluenzapandémicoy el subtipo A (H3N2),
los rinovirus constituyeron el tercer agente detec-
tado en orden de frecuencia, durante el periodo de
estudio. Aunque los resultados abarcan un periodo
corto detiempo, lo quedificultael establecer aso-
ciaciones con reportes previos, es de destacar que
apartir del empleo de las técnicas de diagndstico
molecular para la vigilancia de |aboratorio de las
IRA,*1 cada vez existen mas reportes sobre la
importanciadelosrinovirusenlaetiologiade este
tipo de infeccion y se considera actualmente, que
son el agente que produce hasta 50 % de todos
los resfriados alo largo del afio.22* Ademés, son
una causa cada vez mas frecuente de infeccion
respiratoria baja (bronquiolitis, neumoniay coin-
fecciones), sobre todo en edades tempranas de la
vida. En un estudio realizado en Cuba, se reportd
unaprevalenciadeinfeccion por rinovirus en una
poblacion infantil hospitalizadade 11 %.%

Los hallazgos de este trabajo contribuyen a
conocer algunas caracteristicas de la circulacion
del virus influenza pandémico A (H1IN1) 2009,
durante un periodo detiempo significativo, al cual



se conoce como primera oleada en Cuba, sobre la
base delosresultadosdel Laboratorio Nacional de
Referencia de Influenza, que evidencia su papel
importante para €l enfrentamiento de situaciones
emergentes de salud como la asociada a laya fi-
nalizada pandemia de influenza por € virus A
(HIN1) 2009 en € pais.
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Molecular diagnosisof influenzaA (H1IN1) 2009 virus
and other respiratory viruses during the first
pandemicwavein Cuba

ABSTRACT

Introduction: the first pandemic virus of the 21% century - the
influenza A (H1N1)/2009 virus-appeared in Mexico in April
2009 after triple reassortment of influenza strains of avian,
human and pig origin and from there, it was spread worldwide.
With the purpose of facing up to this event, Cuba adopted anti-
pandemic measures including the virology surveillance using all
necessary actions. Objectives: the detection and validation of
the entry of the causative agent of pandemic into the country in
afast and timely way, in addition to the definition of involvement
of other viruses in the etiology of acute respiratory infections.
Methods: as a result of the lab surveillance, from the 38" to the
42" epidemiological weeks (September and October, 2009),
1 063 respiratory clinical samples were processed (naso-
pharyngeal exudates, bronchial aspirates and lung necropsy
samples). The highest number of confirmed cases caused by the
new virus was detected in this period that represented the first
pandemic wave in Cuba. Diagnosis was based on molecular
diagnosis algorithm. Results: out of the 1063 samples, 597
(56.0 %) were positive. The pandemic influenza A (HIN1) virus
was the most commonly detected etiological agent in 306
suspected cases (51 %) followed by influenza A (H3N2) virus in
228 cases (38 %). Other respiratory viruses were diagnosed in 63
clinical samples (11 %). The pandemic virus was confirmed in
50 pregnant women. Rhinoviruses were identified more
frequently in those samples from patients with clinical diagnosis
of bronchial pneumonia and broncholitis. Morbidity increased
during this period; 225 825 medical consultations were notified
due to acute respiratory infections mid-October 2009.
Conclusions: the molecular diagnosis algorithm proved to be
sensitive, specific and effective to assure the systematic
virological surveillance in our country during the pandemic phase.

Key words: pandemic, influenza virus, molecular diagnosis.
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