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RESUMEN
El virus del SARS-CoV-2 responsable de la pandemia en 2020 obligo a la poblacion
mundial a mantenerse en confinamiento como la mejor accion preventiva ante la
letalidad de contraer la enfermedad COVID-19. Aun con las medidas de prevencion
los casos se multiplicaron rapidamente generando un impacto en el surgimiento de
variantes aun mas mortales que el virus original. Con la llega del invierno a finales
del 2020 se generd aun mas incertidumbre sobre el efecto que tendria este virus y
sus variantes sobre patdgenos respiratorios que circulan durante esta temporada
como la influenza A/B que suele generar brotes epidémicos en el invierno. A inicios
del 2021 se identifico en Estados Unidos, California la variante Epsilon clasificada
por CDC como de interés (VOI). Tijuana municipio de Baja California, México
cuenta con la frontera internacional con EE. UU. méas concurrida la cual reporta
con un cruce anual de 350 millones personas. Identificar la prevalencia de los virus
de la influenza A/B en muestras positivas y negativas a la variante Epsilon del
SARS-CoV-2 brindaria la oportunidad de conocer el comportamiento de ambos
virus y las variantes durante la temporada invernal. Materiales y métodos: Se
incluyeron 400 muestras nasofaringeas de pacientes positivos a SARS-CoV-2 de
la Secretaria de Salud de Baja California de la temporada invernal noviembre 2020
a febrero 2021, a las cuales se les determinara la presencia de la variante Epsilon
y coinfeccién por influenza A/B por técnica molecular RT-gPCR. Resultados: De
las 400 muestras el 50 (12.75%) presento mutaciones de la correspondientes a la
variante Epsilon. Se compararon 2 grupos 50 que presentaban la mutacion épsilon
y 50 que no a las cuales se les determino la presencia de alguna coinfeccion por
virus de influenza A/B tomando en cuenta como variable dependiente la
coinfeccién en cada grupo. El virus de la influenza B fue el Gnico que se encontrd
en coinfeccion solo se identificaron 4 casos, 3 pertenecieron al grupo sin mutacion.
Conclusion: medidas preventivas de aislamiento social y las practicas basicas de
salud e higiene contribuyeron positivamente en el impacto de casos por

coinfeccion.



ABSTRACT
The 2020 pandemic responsible virus SARS-CoV-2 pushed the world’'s

population to stay lockdown as the best preventive action given the lethality to get
COVID-19 disease. Even with the preventive measurements, cases were
multiplied quickly generating an impact emerging variant even deadlier than the
original virus. With the winter arrival at the end of 2020, it was generated even
with more uncertainty about the effect that this virus and its variants in the
respiratory pathogens that circulate during this season like Influenza A/B que
usually generates epidemic outbreaks during winter. At the beginning of 2021 the
Epsilon variant was identified in United States, California classified by CDC as of
interest (VOI). Baja California’s, Mexico, Tijuana County counts with the most
visited international border with United States which reports an annual crossing
of 350 million people. Identify the Influenza A/B virus prevalence in positive and
negative samples to the Epsilon variant of the SARS-CoV-2 provide the
opportunity to learn both virus behaviors and variants during winter season.
Materials and methods: There were included 400 nasopharyngeal samples from
positive patients to SARS-CoV-2 from the Baja California Ministry of Health during
winter season November 2020 to February 2021 were included, to which the
presence of the Epsilon variant and coinfection will be determined by influenza
A/B by molecular techniqgue RT-gPCR. Results: From the 400 samples, 50
(12.75%) presented mutations corresponding to the Epsilon variant. Two groups
were compared, 50 that presented the epsilon mutation and 50 that did not. The
presence of some coinfection by influenza A/B virus was determined, taking into
account the coinfection in each group as the dependent variable. Influenza B virus
was the only one found in coinfection, only 4 cases were identified, 3 belonged to
the group without mutation.

Conclusions: preventive measures of social isolation and basic health and

hygiene practices contributed positively to the impact of cases due to coinfection.
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INTRODUCCION

El virus SARS-COV-2 que produce la enfermedad COVID-19 se convirtié rapidamente
en un problema de control epidemiologico desde los primeros casos identificados en
China a finales del 2019, su propagacion en el mundo fue tan rapida que las cifras de
contagio y defuncién superaron los millones en cuestion de semanas. (X. Tang et al.,
2020). Segun datos sefialados por el Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (ECDC), desde diciembre del 2019 hasta el 24 de enero del 2022 se han
notificado 376 229 546 casos por COVID-19 y 5 681 828 muertes clasificando a este
virus respiratorio como uno de los mas letales. En esas mismas fechas la ECDC
reportaba al continente americano en el segundo puesto con cifras 136 753 571 casos
por COVID-19y en el primer lugar de defunciones con 2 514 872 casos entre los paises
afectados, México se encuentra en el quinto lugar con cifras de 4 942 590 casos por
COVID-19 y 306 091 defunciones.

Fue el 9 de febrero del 2020 cuando se le clasific6 como un nuevo coronavirus patégeno
respiratorio de afeccién Unica a mamiferos su contagio ocurria al contacto con personas
infectadas, los sintomas aparecian de forma subita con semejanza a los de un resfriado
comun que se deterioraban al paciente comprometiendo rapidamente su estado
ventilatorio. Este coronavirus no es el primero de su familia en generar una pandemia
global, 2002 se registraba la primera por Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-
COV) y en 2012 por Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), la tasa de
mortalidad por el actual coronavirus supera a los dos primeros una cifra que se vuelve

exponencial diariamente(Hu et al., 2020).

Debido a la etiologia de la enfermedad el control sanitario y las medidas de
distanciamiento social no fueron lo suficiente para aminorar la propagacion del virus,
ademas el diagndstico y tratamiento oportuno se complicaba debido a la inexistencia de
pruebas diagndsticas y diferencial entre este y otros virus con los cuales compartia

similitud en la sintomatologia que desencadenaba. Con la llegada del invierno al

13



transcurrir un afio de pandemia surgian las teorias de una posible sindemia entre el
virus del SARS-CoV-2 y el de la influenza, que anualmente en temporada invernal es
considera un virus propenso a generar brotes pandémicos (OMS, 2020) multiplicando
el nimero de ingresos en nosocomios por enfermedad respiratoria debido a estos virus

0 a sus coinfecciones.

Una coinfeccién entre dos patégenos podria llegar a potencializar la etiologia de la
enfermedad, aumentar la mortalidad y generar un efecto sobre la tasa de frecuencia, en
abril del 2020 se report6 una tasa de coinfeccion por COVID-19 del 21% aun mas
elevada de lo esperado. (referencia). Un acontecimiento mas que resultd como causa
de la el nimero de casos tan elevados de contagio fue la identificacion de mutaciones

del virus que dieron origen a variantes del virus original.

A principios del 2021 fue identificada en California, Estados Unidos la variante Epsilon
del SARS-CoV-2 la OMS la clasificé inicialmente como una variante de interés debido a
sus caracteristicas como sobrepasar el efecto protector de vacunas, una mayor
transmisibilidad y severidad que el virus original. Para febrero de ese afio el 73.7% de
las muestras secuenciadas en el departamento de salud publica de -california
presentaban alguna de las mutaciones correspondiente a la variante Epsilon. Lo cual
podrian haber impactado en la frecuencia de casos por esta mutacion en la ciudad de

Tijuana B. C. y la poblacion con quien comparte frontera.
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ANTECEDENTES

1. SARS-CoV-2

El 31 de diciembre del 2019 se reportaron una serie de casos por neumonia atipica en
Wuhan, una provincia de Hubei (China), la etiologia de la enfermedad de origen
desconocido se manifestaba con una serie de sintomas de aparicibn subita,
comprometiendo inicialmente las vias respiratorias progresando con un sindrome
respiratorio agudo severo que culminaba con una falla sistémica generalizada y la
muerte. Fue hasta el febrero del 2020 cuando se logro aislar al patbgeno causante, un
nuevo beta coronavirus nombrado SARS-CoV-2 con capacidad de infeccion a
mamiferos, su transmisién era por contacto de persona a persona facilitando la

trasmision de la enfermedad a un nivel global en cuestion de semanas(Hu et al., 2020).

El 30 de enero del 2020 se declaré la alerta de epidemioldgica por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) a causa del SARS-CoV-2, algunos factores como el tiempo
transcurrido, la falta de conocimiento sobre su etiologia (transmision, periodo de
incubacion y sintomatologia similar a otros virus), asi como el inexistente método de
deteccién y tratamiento reflejaron un aumento rapido de casos a nivel global dentro de
los primero tres meses del brote. Una vez que se detectaba un primer caso en alguna
region eran necesarias horas para que estos se multiplicaran, de este modo para el 11
de marzo del 2020 la OMS declaré una pandemia global a la enfermedad COVID-19,

ese mismo mes se reportaban cifras de 118,629 y 4,292 decesos Figura 1.
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Figura 1 Numero de casos confirmados positivos y defunciones a inicio del brote del 31 de diciembre del
2019 al 11 de marzo de 2020, OMS

Organizacion Gendmica del Virus

Las investigaciones que se han enfocado a descubrir el origen del virus contindan
siendo inexactas, hasta ahora se ha logrado comprobar que el virus actuo a través de
un medio intermediario un huésped, esta teoria surgié dado su compatibilidad con los
murciélagos en un 96.2% y los pangolines en un 92% (Hu et al., 2020). Ademés de
contar con un material genético de tipo ARN monocatenario de sentido positivo (SSARN),
tiene similitud en su secuencia gendémica de 79% con el SARS-CoV y en 50% con el
MERS-CoV (Figura 2) ambos responsables de las pandemias en 2002 y 2012
respectivamente (Tang et al., 2020).
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Figura 2 Secuencias gendémicas de SARS-CoV-2, MERS-CoV y SARS-CoV-2. (A) Comparacion de
secuencia genomica del SARS-Cov-2 con MERS-CoV y SARS-CoV (B) Poli proteina 1ab (PPlab) y la
poli proteina 12 (PP1a) codificadas por ORF 12 y ORF 1b, con sus respectivas proteinas no estructurales
(NSPS) Lam-Gabanillas et al., 2021.

1.1. Proteinas estructurales y no estructurales

El genoma del SARS-CoV-2 tiene una longitud de 29,9 Kb, contiene 14 marcos de
lectura abiertos (ORF) flanqueados por regiones no traducidas 5 'y 3'. Los ORFlay
ORF1b codifican poliproteinas que luego se escinden para formar 16 proteinas no
estructurales (Nsps) que forman el complejo replicasa-transcriptasa viral y, los ORF en
el tercio restante del genoma, cerca del extremo 3', codifican cuatro proteinas
estructurales principales, la proteina pico o espiga (S), la cubierta (E), la membrana (M)
y la nucleocapside (N), que son componentes del virion (Figura 3). Ademas, el genoma
de este virus codifica once proteinas accesorias: ORF3a, ORF3b, ORF3c, ORF3d,
ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10 (Li et al., 2022).

1.1.1. Proteinas No estructurales (NSP)

Son 16 las proteinas no estructurales presentes en el genoma del virus que provienen
del clivaje proteolitico de las poliproteinas PPla y PPab las cuales se expresan por el
ORF1la y ORF1lab. Su funcion esta dirigida a la replicacion del virus una vez que se
encuentra en la célula huésped. Las Nsps participan tanto en el ciclo viral, siendo Nsp3
y Nsp5 responsables del clivaje de las poliproteinas 1ay lab para la posterior formacion
del complejo replicasa-transcriptasa, como favoreciendo el progreso de la infeccion
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viral. (Lam-Cabanillas et al., 2021).
1.1.2. Proteinas estructurales

Las proteinas estructurales del virus son cuatro y tienen un papel importante en su
replicacion, cada una de ellas tiene una funcion especifica para que el virus pueda
infiltrarse dentro de una célula huésped, reproducirse y posteriormente liberar sus
nuevas replicadas listas para infectar a otros de acuerdo con lo revisado por Tang ety

colaboradores en el 2020:

Proteina Pico o Espicula (S): Tiene funcién de cortador gluco-proteico y es la que
media la union y fusién del virus a la célula huésped a través sus sub unidades S1y S2,
ubicadas en el ectodominio. La subunidad S1 presenta un dominio N-terminal, un
dominio C-terminal y un dominio de unién al receptor conservado (RBD) que contiene

un nucleo y un motivo de union al receptor (RBM).

Proteina de Envoltura (E) y de Membrana (M): Las proteinas M y E se encargan de
la formacion de la envoltura viral la cual se fusiona posteriormente con la membrana de
la célula huésped. Su interaccion es suficiente para la produccién y liberacion de

particulas virales.

Proteina de Nucleocépside (N): Su estructura esta conformada por dos dominios bien
plegados, conocidos como dominio N-terminal (NTD) y dominio C-terminal (CTD). Crea
un complejo de ribonucleocapsides helicoidal de ARN positiva que al interactuar con la
membrana de la célula y la proteina S. Se une directamente al ARN viral y le provee
estabilidad.

1.2. Proteina Pico (S)

La proteina espicula, pico o Spike (S), representa el factor de ensamblaje del virus con
la célula huésped (Figura 4), el cual ha demostrado tener cierta preferencia por la
enzima enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). Esta enzima se encuentra en
mayor porcentaje en células del tracto respiratorio desde nariz hasta pulmones y en

menor concentracion en otros érganos (rifion, higado, intestinos, corazon, cerebro, etc.),
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se le atribuye a la diseminacion del virus al deterioro de la funcion organica caracteristica
de la enfermedad que concluye en la falla sistémica y muerte del paciente (Pawlik., et
al., 2020).
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Figura 3 Estructura tipica del virus SARS-CoV-2. El virus del SARS-CoV-2 tiene una medida de 29.9KB,
una nucleocapsida compuesta por ARN gendmico y una nucleocépside fosforilada (N) esta se
encuentra dentro de bicapas de fosfolipidos cubierta por dos tipos de proteinas; la proteina pico (S) y
la hemaglutinina esterasa (HE) la cual se comparte solo entre algunos coronavirus. Mientras que la
proteina de la membrana (M) y la proteina de la envoltura (E) se encuentran entre las proteinas S en
la envoltura viral. La linea punteada indica la escision del sitio S1/S2 y S2' por Furin y TMPRSS2 (Zhang
et al., 2021).

Esta proteina cuenta ademas con un ectodominio (una proteina integral de la membrana
plasmatica que queda de lado extracelular) que se divide de dos subunidades con
funciones especificas para lograr el ensamblaje con la célula huésped; La sub unidad 1
(S1) en la sub unidad de ensamblaje con el receptor (RBD) y la subunidad 2 (S2) que
interviene en la fusion de membranas facilitando el ingreso del genoma viral a la célula
diana (D. Tang et al., 2020).
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Figura 4 Diagrama de la estructura del virus SARS-CoV-2 y su unién a la célula huésped. Unioén de
proteina S al receptor ACE2 y unién del virus a la célula; La proteina S escindida por TMPRSS2 produce
subunidades S1y S2. HR1 y HR2 de la subunidad S2 se acercan gradualmente y forman un haz de seis
hélices (6-HB), lo que hace que la envoltura del virus y la membrana de la célula huésped se fusionen
por completo (Zhang et al., 2021).

1.3. Ciclo Bioldgico

Su ciclo biolégico de infeccidn al tener contacto con alguna persona infectada que, al
hablar, toser o estornudar libera microgotas portadoras que quedan suspendidas en el
ambiente o superficies. El individuo sano al tener contacto con estas pequefias
particulas y llevarlas a ojos, nariz o boca le facilita la union con la ACE2 y la sub unidad
2 se activa al tener contacto con la proteasa transmembrana de serina 2 (TMPRSS2)
ubicada en su superficie de la célula; al actuar estas dos subunidades juntas fusionan
la membrana viral del huésped, liberando en el citoplasma de la célula huésped su
genoma viral (Tang et al., 2020).

Una vez que ocurre esto las célula huésped comienza a traducir poli proteinas y
proteasas virales esenciales en la transcripcion del virus, las poliproteinas (pplay pplb)
se dividen en 16 proteinas no estructurales de funcion especifica que permite formar el
complejo de replicacion junto con el ARN polimerasa dependiente de ARN, que sintetiza

una plantilla de cadena de ARN negativa de longitud completa que es utilizada para
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replicar el genoma completo de ARN y generar las plantillas individuales de mARN
subgenomico indispensable para la traduccion de las proteinas virales estructurales y
accesorias. Las proteinas virales son transferidas desde el reticulo endoplasmaético al
aparato de Golgi donde se ensamblan los nuevos viriones y al madura para ser liberados
de la célula para infectar al huésped o bien infectar a uno nuevo por contacto de las
microgotas liberadas repitiendo continuamente el ciclo de replicacién (Choudhary et al.,
2020).
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Figura 5 Ciclo de vida del SARS-COV en células huésped. Al comienzo de la infeccién, el SARS-CoV-2
se dirige a las células epiteliales nasales y bronquiales, ingresando a las células huésped a través de
una via de endocitosis mediada por interacciones de proteina S-enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2). El ARN viral ingresa al citoplasma y luego el ribosoma del huésped traduce ORFla u ORF1lab.
Las poliproteinas virales se dividen en NSPS y se ensamblan en los complejos de replicacion y
transcripcion. Los ARNm virales subgendémicos actllan como moldes para la traduccion de proteinas
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virales. Los viriones de la progenie se ensamblan en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi.
Posteriormente, los viriones son exocitados para completar el ciclo de vida (Wiersinga et., al 2020).

Se ha comprobado que las microgotas que dan pie al proceso de contagio pueden
sobrevivir en superficies inanimadas de 3 a 4 dias (dependiendo del tipo de material) y
su degradacion comienza en las siguientes 48 a 72 horas, mientras que las volatiles son
respiradas directamente por el individuo sano al estar en contacto con ambiente
contaminado, infiltrandose asi al sistema respiratorio y repitiendo el ciclo biolégico. Un
medio de transmision que no se debe de descartar es por contacto dentro de los
nosocomios medicos con accesorios personales que estén contaminados por el
ambiente ya que el virus se puede fijar en la ropa, dejando expuesto a personas
vulnerables de aquellos que continuamente se exponen (personal de salud). (Wiersinga
et al., 2020).

Es dificil identificar el momento exacto donde una persona se puede infectar pero se
puede hacer una estimacién tomando en cuenta la exposicibn como inicio del periodo
de incubacion a partir de ahi pueden transcurrir de 1 a 14 dias con una media de 5 para
qgue el paciente presente el primer sintoma, en mucho de esto se ve involucrado el
estado del sistema inmunoldgico ya que han registrado casos de paciente positivos
asintomaticos, cabe sefalar que durante este proceso aun cuando no ha presentado
sintoma alguno ya puede infectar a otros. Se ha considerado que este evento contribuy6
al aumento tan rapido de caos durante la pandemia ademas se ha reportado que el
porcentaje de casos asintomaticos detectados por PCR en ocasiones esta por encima
del 80 %, sugiriéndose que el virus podria tener un potencial mayor que el estimado
previamente para propagarse en silencio y por un periodo prolongado, quizas mas de
14 dias (Munster et al., 2020).

1.4. Sintomatologia

Las cifras a nivel mundial indican que la enfermedad por COVID-19 se comporta
clinicamente de diferente forma (Figura 6), relacionandose con la edad de tal modo que
en un 81% de la poblacion infectada los casos evolucionan de forma leve entre edades

de 10 alos 50 afios, en un 14% de la poblacion son graves y suelen ser sujetos mayores
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a 60 afios de edad vy, los casos mas criticos equivalentes al 5% restante son adultos
mayores de 68 afos, los cuales suelen referir algun tipo de comorbilidad que se han

asociado con la severidad de la patologia, tales como (Hu et al., 2020):

e Diabetes
e EPOC
e Asma

e Inmunosupresion por medicamentos o enfermedad (VIH/SIDA)

e Enfermedades cardiovasculares (hipertension)

¢ Insuficiencia renal

e Ademas de condiciones fisicas como la obesidad y el consumo de tabaco entre

otras.

La edad como factor de riesgo

<10 afios <50 afios » 60 afios = 68 afios

[ X

Casos de COVID-19 (porcentaje de casos)

Asintomatico Enfermedad Leve (B1%) Caso Severo (14%) Caso criticos y defunciones

(5%)

Periodo de incubacicn Fiebre, fatiga y tos seca. Disnea Sindrome de distrés
Opacidades de vidrio Coexistencia respiratorio.
esmerilado. Terapia intensiva UCI Lesion cardiaca aguda
Meumonia Falla multiorganica

~ 5 dias Inicio de la ~ B dias ~16 dias
(1-14) enfermedad (7-14) {12-20)

Figura 6 Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de COVID-19. La enfermedad por COVID-19 se
presenta mas severamente en adultos mayores a 68 afios (5%) que presentan alguna comorbilidad (Hu
et al., 2020).

En un estudio realizado en Estados Unidos, en el Hospital Evergreen se revelo, que de
21 casos positivos a COVID-19 los sintomas mas comunes entre los pacientes fue la
dificultad respiratoria en un 76%, seguido de la fiebre mayor a 38°C en un 52% y

finalmente la tos seca en un 48%; del total de los casos el 71% de los pacientes
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necesitaron apoyo ventilatorio. Las complicaciones que se desarrollaron en mayor
frecuencia fueron la insuficiencia renal cronica y el infarto agudo miocardio, vinculando
estos hallazgos a complicaciones generadas por la proliferacion del virus a érganos.
(Arents et al., 2020).

Fue debido a la variabilidad que existe entre los sintomas y como detonan de diferente
forma en cada individuo, que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a la

enfermedad y sus sintomas en cuatro diferentes categorias;

e Leve: Pacientes con una infeccién respiratoria superior sin complicaciones
asociadas. La cual puede confundirse con otra enfermedad respiratoria viral.

e Neumonia: Pacientes con neumonia sin necesidad de oxigeno suplementario ni
otros criterios de severidad.

e Neumonia severa: Pacientes con una frecuencia respiratoria mayor a 30
respiraciones por minuto, edema pulmonar o saturacion de oxigeno menor a 93%
sin oxigeno suplementario.

e Sindrome de distrés respiratorio agudo: Paciente con apoyo ventilatorio. (Yuen
et al., 2020)

El tiempo promedio en el que se pueden presentar sintomas desde el contacto con el
individuo portador es de 5 dias, aun cuando el 97.5% de personas que desarrollan
sintomas lo hacen en promedio a los 11,5 dias pasando por alto el periodo de contagio
gue sucede entre los primeros 5 dias. La enfermedad COVID-19 se manifiesta de leve
a fulminante, teniendo una tasa de letalidad que varia de acuerdo con la edad desde
0.3 por cada 1000 muertes entre pacientes de 5 a 17 afios comparado con 304.9
muertes por cada 1000 casos entre pacientes de 85 afios 0 mas. Con una letalidad
intrahospitalaria del 40% entre los pacientes hospitalizados con soporte ventilatorio
(Wiersinga et al.,, 2020). Algunas otras causas que se han asociado también a la
severidad de la enfermedad son las coinfecciones a las cuales el paciente se puede
exponer al ingresar a un medio hospitalario, donde las enfermedades transmitidas entre

pacientes por contacto son dificiles de contener.
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1.5. Coinfecciones entre el virus del SARS-CoV-2 y otros patégenos

Una coinfeccion entre COVID-19 y otro patdgeno con sintomatologia similar podria
comprometer el diagnostico de pacientes portadores de virus del SARS-CoV-2, al cual
se le brindaria un tratamiento inadecuado para la evolucibn de la enfermedad
comprometiendo su estado de salud y de vida, en el caso contrario, pacientes con
infeccion por otro patdégeno respiratorio que genere un tratamiento innecesario, donde
se puede exponer al paciente a un ambiente contaminado y adquiera la enfermedad
(nosocomio), (Chen et al., 2020).

Progresidn de la Enfermedad

La coinfeccidn puede aumentar las dificultades de diagndstico,
tratamiento, prondstico e incluso aumentar los sintomas de la

Candida Albicans, enfermedad v su mortalidad
Candida glabrata,

Candida Dubliniensis,

Coinfeccion por hongos

Candida Parapsilosis, ‘C Prevencion y tratamiento
Candida Tropicalis,
Candida Krusei. Aislamiento del paciente y tratamiento a base del

antibidtico correcto

Coinfeccion por Virus

Coronavirus Rinovirus
HIN1/H3NZ
Metaneumovirus
Influenza Tipo A
Metaneumovirus Virus
Sincitial Respiratorio
Para influenza 1/2/3/4

Coinfeccion por
bacterias

Acinetobacter
baumannii,
Actinomyces spp,
Klebsiella Pneumaoniae,
Legionella
Pneumophila, Rothia
spp, Streptoccocus spp,

: E/ Diagnostico

Indicadores de
Coinfeccién por Virus:

Linfopenia,
Eosinopenia; TP
prolongado; LDH, ALT;
AST; D-Dimero;
Neutrdfilos; PCR;
Troponina

Método Diagnostico;

Indicadores de
coinfeccion por
bacterias y hongos:

Citocinas
proinflamatorias (IL-6)
Calcitonina
Interleucina (IL)— 1B
Factor de necrosis
tumoral [TNF) -3

Método Diagnostico:
Examen microbioldgico

Veillonella spp RT-PCR

Infeccion microbiana en Covid-19

Efectos de la coinfeccidn

Figura 7 Virus del SARS-Cov-2 en coinfeccidn con virus, bacterias y hongos. La coinfeccion de virus del
SARS-CoV-2 con otros patégenos como virus respiratorios, bacterias y hongos aumenta la dificultad de
diagnéstico, tratamiento y pronéstico de COVID-19, e incluso puede ser un factor que potencialice los
sintomas y la mortalidad de la enfermedad (Chen et al., 2020).

Existen estudios que revelan que incidencia de coinfeccibn mas comunes con el virus
del SARS-CoV-2 son por virus respiratorios, de los mas comunes se encuentra el
enterovirus/rinovirus (hRV), metaneumovirus humano (Hmpv), virus respiratorio sincitial

(VRS) y otros coronavirus, no COVID-19. Los cuales tienen a tener una elevacion en la
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frecuencia de casos durante la temporada invernal (Lin et., al 2020) aumentando el
riesgo de una coinfeccion entre ellos y por consecuencia la mortalidad (Ponti et al.,
2020). Algunos estudios han demostrado que la infeccion por virus del SARS-CoV-2
suele ser leve, siendo un elemento clave la coinfeccion, pues esta puede aumentar la
susceptibilidad de los pacientes para desarrollar la enfermedad grave al comprometer

la funcidén inmunoldgica del cuerpo. (Neta y col. 2020).

En un estudio del 3 al 5 de marzo del 2020 en el norte de California, Estados Unidos se
evaluaron 1217 pacientes con posibles diagnosticos de SARS-CoV-2 o de algun otro
virus respiratorio, del total de muestras 116 fueron positivas a SARS-CoV-2, 24 de ellas
(20,7%) presentaron coinfeccién con otro patdgeno, entre las mas frecuentes se
encontré el rinovirus/enterovirus (6.9%), virus respiratorio sincitial (5.2%) y otro tipo de
coronavirus (4.3%), las 1101 muestras restantes fueron negativas a COVID-19, aun
cuando fueron positivas algun otro virus respiratorio. Estos resultados recocen la
importancia de un diagndstico diferencial y el error de hacer diagndsticos con base a la

sintomatologia referida por los pacientes (Kim et al., 2020)

En el caso de una enfermedad respiratoria adquirida en la comunidad puede ser el factor
gue debilite el sistema inmunologico del paciente y facilite el desarrollo de COVID-19
(Hu et al., 2020).

Un segundo estudio realizado entre el 20 de enero y el 1 de febrero en el hospital popular
de Shenzhen evalu6 a 186 muestras de pacientes seleccionados al azar, de los cuales
92 casos resultaron positivos a virus del SARS-CoV-2, 3.2% (6 casos) presentaron
coinfeccién con otro agente viral, de los virus mas comunes encontrados fueron la
influenza A y el enterovirus/rinovirus y entre los virus con mayor compatibilidad fue la
influenza B, el virus sincitial respiratorio (VRS), metapneumovirus y otros coronavirus
no COVID-19 (Lai et al., 2020).

1.5 Método de Deteccion Nucleico RT-gPCR

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (RT-

gPCR) es hasta ahora la prueba diagnostica considerada estandar de oro para detectar
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el virus SARS-CoV-2 (Figura 8), ya que identifica algunos de los genes virales como;

N/ORFlab, N1/N2, N/E presentes en las células nasofaringeas donde se aloja el virus.

La prueba permite detectar las copias del virus en la muestran disminuyendo el
porcentaje de falsos negativos y permitiendo la deteccion de pacientes asintomaticos.
Este procedimiento implica la extraccion de acido ribonucleico (ARN) de cadena simple
del virus y a partir de él, se realiza el proceso de retro trascripcion en el cual se genera
una cadena de acido desoxirribonucleico (ADN) de cadena unica (ADNc) para

posteriormente amplificar y detectar copias por medio de un termociclador.

Deactivated Purified

virus RNA
(v) RT-qPCR real-time test resulis
266 13,468 21,563 29,674 —
5"t o ‘, i : e 3
. = JR?IHp = ; :
[ = ) E N
C—omm

RT-gPCR ~2 h per primer set
Purified RNA is reverse transcribed to cDNA
PCR amplification
Retrotranscription

TP T
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Figura 8 Método de Deteccién Nucleico RT-QPCR. Permite la deteccion de copias nucleicas del virus
especifico, a través de la extraccidén de acido ribonucleico (ARN) de cadena simple quien es sometido a
una retrotrascripcion con la intensién de generar acido desoxirribonucleico (ADN) de cadena Unica
(ADNCc) que se amplificaron para detectar finalmente las copias virales.

2. Virus de la Influenza Tipo Ay Tipo B

El virus de la influenza afecta a la poblacion en general y es muy comun que durante la
temporada invernal aumenta su frecuencia, siendo considerado por la OMS como un
virus propenso a generar epidemias estacionales. Este virus tiende a cambiar
constantemente su estructura evadiendo la memoria del sistema inmunologico
generada por las vacunas produciendo reinfeccidn. Los virus de la influenza pertenecen
a la familia Orthomyxoviridae y se conocen tres serotipos con afeccibn a mamiferos

Influenza A/B/C, siendo la primera la que afecta con mayor frecuencia a los individuos.

27



Estos virus tienen un genoma de tipo ARN en ocho segmentos que codifican 10
proteinas (2 glicoproteinas): la Hemaglutinina (H1) y la Neuraminidasa (N); la proteina
estructural M1, dos no estructurales involucradas en el proceso de replicacion de
polaridad negativa y la proteina M2, que constituye el canal de protones que acidifican
la particula viral y permite su descapsidacion para liberar segmentos de

ribonucleoproteina (RNP) en el nucleo celular (Hun-Opfer, 2009).

2.1. Ciclo Biologico

El virus de la influenza logre mediante la glicoproteina de Hemaglutinina (H) reconoce
a los receptores celulares (residuos de acido sialico), permitiendo la entrada del virus a
la célula hospedadora. Para que las réplicas del virus puedan abandonar la célula
huésped, se activa glicoproteina de neuraminidasa (N), la cual degrada los residuos de
acido sialico y ocurre la liberacion de réplicas. Las variaciones en estas dos
glicoproteinas del virus es lo que genera la reincidencias de infeccion anuales por
influenza (Hun-Opfer, 2009).

2.2. Caracteristicas Clinicas del Virus de la Influenza

El virus respiratorio de la gripe (influenza) se divide en cuatro categorias: influenza tipo

A, B, C, o D presentando las siguientes caracteristicas (Flerlage et al., 2021).

e Los virus de tipo A son los de mayor importancia para la salud publica, debido a
su potencial patogenicidad y se categorizan basandose en las dos proteinas que
presentan en su superficie Hemaglutinina (H) y Neuraminidasa (N).

e Los virus de tipo B no se clasifican en subtipos, pero los circulantes actualmente
pueden dividirse en dos linajes B/Yamagata y B/Victoria.

e Losvirus de tipo C se detectan con menos frecuencia y suelen causar infecciones
leves, por lo que carecen de importancia desde el punto de vista de la salud

publica.

28



2.3. Sintomas

El cuadro de sintomas que desarrolla la influenza se ha relacionado mucho con el
generado por COVID-19, esto ha influenciado en determinado porcentaje en el

diagnoéstico correcto en los casos de cuadros leves por COVID-19 pero pueden

encontrarse algunas diferencias como se sefialan en la tabla 2

Influenza

COVID-19

Asintomatico o
sintomatico

Los pacientes pueden estar
asintomaticos debido a la
inmunidad colectiva.

La mayoria de los pacientes
desarrollan sintomas dentro de los 2
dias posteriores a la infeccién.

Diseminacion viral 5a 10 dias Hasta 14 dias o incluso més
Gravedad de la La mayoria de las | Puede ocurrir una enfermedad grave

enfermedad infecciones son de leves a
moderadas.

Mortalidad Menos que 1% 3-4%

Vacunas Vacunas disponibles; la No hay vacuna disponible, ensayos

eficacia varia de una @ clinicos en curso
temporada a otra

Tratamiento Oseltamivir, Zanamivir,  No hay tratamiento disponible,

Peramivir, Baloxavir ensayos clinicos en curso.

Sindrome de distrés

respiratorio agudo Menos comun Mas comun

Tabla 1 Comparativa de sintomas COVID-19 e influenza. Los sintomas que desarrolla por influenza y
COVID-19 leve o0 moderada suelen ser muy similares, realizar diagndésticos diferenciales para ambos
virus atribuiria en el beneficio de tratamientos y detecciones de coinfecciones (JEAN-F. TOMB et al.,
1997).

2.4. Casos de coinfeccién por Influenza

En un estudio retrospectivo se estudiaron 2759 muestras, de las cuales 625 (22.7%)
dieron positivas a virus de la influenza A-B y estas 371 (60.22%) pertenecian a pacientes
positivos a influenza tipo A y 228 (39.8%) influenza tipo B y solo 10 casos (1.6%)
presentar coinfeccion por virus de influenza tipo A y B en la misma muestra (Pérez-
Garcia et al., 2016).
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3. Coinfeccion de Influenza A/ B y SARS-CoV-2

Una elevacion de casos de coinfeccion entre el virus de la influenza y SARS-CoV-2 se
previeron durante la temporada invernal, la realidad es que existen muchas semejanzas
entre estos dos virus desde el tejido que afectan, los sintomas que generan, el modo de
transmision e infeccion. Las investigaciones dirigidas a este tema han debatido los
efectos de la coinfeccion entre ambos virus, algunos resultados concluyen que el
deterioro respiratorio es mas rapido en pacientes que presentan la coinfeccion mientras
otros estudios dieron como resultado que las coinfecciones generan sintomas mas
leves. En un tercer escenario dependeria de que virus fue contraido primero, que dafio

y secuelas dejé para que el segundo resulte con mayor o menor agresividad.

En estudio observacional Lai y colaboradores en 2020 buscaban identificar los virus
respiratorios con mayores casos de coinfeccién con el virus del SARS- CoV-2 reveld
gue entre los virus mas comunes en coinfeccion se encontraba el virus de la influenza
A(IVA) y los que tienen mayor compatibilidad se encuentra el virus de la influenza tipo
B (IVB)y el virus sincitial respiratorio (VRS), cabe destacar que este estudio compara a
China lugar donde se origin6 la enfermedad y Estados Unidos (E.U.A.) donde

actualmente se encuentra la mayor incidencia de casos por COVID-19 Tabla 3

Otro estudio experimental realizado por Bai y colaboradores en 2021 en el que través
de la coinfeccién experimental realizada en lineas celulares con el virus de la influenza
A (IAV) y el virus SARS-CoV-2 pseudotipado o vivo, demostraron que la preinfeccion
con IAV promovié significativamente la infectividad del SARS-CoV-2 por medio del
aumento de la eficiencia de la entrada del virus a las lineas celulares.
Sorprendentemente, in vivo, se observé un aumento de la carga viral del SARS-CoV-2
y un dafio pulmonar méas grave en ratones coinfectados con IAV. Ademas, tal mejora de
la infectividad del SARS-CoV-2 no se observd con varios otros virus respiratorios,
probablemente debido a una caracteristica Unica de IAV para elevar la expresion de
ACE2. En este estudio se presenta informacién en el que 1AV tiene una capacidad Unica
para agravar la infeccion por SARS-CoV-2 y, por lo tanto, la prevencion de la infeccion
por IAV es de gran importancia durante la pandemia de COVID-19 (Bai et al., 2021).
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En diciembre del 2020 justo un afio después de los primeros casos reportados en
Wuhan, Chin la OMS anunciaba la validacion de la primera vacuna nombrada
“‘Comirnaty de ARN mensajero” contra COVID-19, elaborada por el laboratorio
Pfizer/BionTech. Recientemente se ha reportado un aumento en las tasas de
inmunizacién por esta y otras vacunas en diferentes partes del mundo (Figura 11).

Actualmente existe una lista distintiva de vacunas que protegen contra la COVID-19 y
una amplia gama de evidencia cientifica que respalda el estudio del virus, pero, son
ahora las mutaciones de esté las que se encuentran generando nuevos brotes
endémicos en distintas regiones del mundo los cuales se han asociado a una mayor
infectividad y mortalidad que el virus original. Frente a esta nueva amenaza de salud
publica las investigaciones se han inclinado a conocer la patogénesis de estas nuevas
mutaciones, su relacion con el diagnadstico clinico y la efectividad de las vacunas contra

ellas.

PAHO &
5 Organization

COVID-19 Vaccination in the Americas Updated on: 3/18/2021

Total doses administered Completed schedule Countries/Territories

155,830,298 50,446,268*

47 Have started vaccinations

1st doses administered 2nd doses administered Single doses administered

104,843,286* 48,431,984* 2,014,284*

Figura 9 Control de datos de dosis aplicadas de vacuna contra COVID-19 hasta el 19 de marzo del 2021
(OMS 2020).

4. Mutaciones del Virus SARS-CoV-2
Las mutaciones de un virus pueden ocurrir debido al aumento de casos por infeccién en
la poblacion; una mutacion es un cambio en la secuencia del virus, un virus mutado
genomicamente se denomina variante del virus original, el cual a su vez pueden presentar
de una o varias mutaciones de las cuales dependera para aumentar su transmisibilidad y
mortalidad; si una variante presenta estos cambios se definirA como variante de
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preocupacion o de interés para la poblacion. La elevacion de casos por COVID-19
atribuidos a las nuevas mutaciones se han aumentado con la identificacion de otras en
distintas regiones del mundo, siendo actualmente las mutaciones del virus quienes estan
generando preocupacion debido a su facilidad de transmisién y cambios en la proteina
pico (Wang et al., 2021).

«Spikes» (llaves) que el
virus utiliza para
adherirse a las células v

humanas
Y Los cambios en la
2, -l,, proteina Spike
\/ pueden modificar la
e transmisibilidad del

\3*‘

oy - virus o la gravedad
N/ \" de la enfermedad
| ‘B

& ) A
/

3

Figura 10 Cambios en la proteina pico ocurridos tras una mutaciéon (Wang et al., 2021).

4.1 Variantes del SARS-Cov-2

De acuerdo con la definicion de los Centros para el Control y la Prevencion de las
Enfermedades (CDC), una variante del SARS-CoV-2 es un genoma viral (codigo
genético) que puede incluir una 0 mas mutaciones. En algunos casos, un grupo de
variantes con cambios genéticos similares, como un linaje o grupo de linajes, puede ser
designado por las organizaciones de salud publica como variante bajo monitoreo (VBM,
por sus siglas en inglés), variante de preocupacion (VOC, por sus siglas en inglés) o
variante de interés (VOI, por sus siglas en inglés) debido a atributos y caracteristicas

compartidas que pueden requerir medidas de salud publica.

La OMS clasificé a las variantes encontradas en el SARS-Cov-2 en tres grupos segun

los cambios en su genoma y su mortalidad como; Variante de gran consecuencia
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(VOHCQC), interés (VOI), de preocupacion (VOC) y de bajo vigilancia (VBM).
Variante de gran consecuencia (VOHC)

Son aquellas que muestra una clara evidencia de que las medidas de prevencion o las
medidas médicas paliativas (MCM, por sus siglas en inglés) han reducido
significativamente la efectividad con respecto a las variantes que circularon

previamente.
Variantes de interés (VOI)

Son que aquellas que presentan:

e Cambios fenotipicos en comparacion con un aislado de referencia o tiene un
genoma con mutaciones que conducen a cambios de aminoécidos asociados con

implicaciones fenotipicas establecidas o de sospecha.

e Se ha identificado que causa transmision comunitaria, mdultiples casos

conglomerados de COVID-19, o se ha detectado en varios paises.
Variantes de Preocupacion (VOC)

e Aguellas que cumplen los criterios de una variante VOI (por sus siglas en inglés)

y que ademas presente uno o mas de los siguientes cambios como;

e Aumento de su transmisibilidad que genere cambios perjudiciales en la

epidemiologia de la enfermedad.
e Aumento en su virulencia o en la presentacion clinica de la enfermedad.

e Disminucién de la eficacia de las medidas de prevencion, inmunizacion, pruebas

diagnosticas y tratamientos contra la enfermedad.
Variantes Bajo Vigilancia (VBM)

Aquellas que presentan algun cambio en el genoma del virus con sospecha a generar
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un riesgo en el futuro, a pesar de que aun no han ocurrido siendo necesario la vigilancia

estrecha de la prevalencia de casos por esta variante.
5. Variante Epsilon

Desde el comienzo de la pandemia, la OMS ha descrito ocho variantes de interés (VOI):
Epsilon (B.1.427 y B.1.429); Zeta (P.2); Eta (B.1.525); Theta P.3); iota (B.1.526); Kappa
(B.1.617.1); Lambda (C.37) y Mu (B.1.621).

La variante Epsilon fue identificada en California, EE. UU., a inicios del 2021 segun los
Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedad (CDC) se clasific6 como de
interés el 26 de febrero del 2021, el 19 de marzo se reclasifico a variante de
preocupacion, para posteriormente reclasificarse como variante de interés el 29 de junio
del mismo afo y finalmente el 21 de septiembre del 2021 como variante bajo vigilancia.
Mientras que la OMS la clasificd desde un inicio como de interés el 5 marzo 2021 y de
alerta epidemiolégica el 6 julio 2021 para finalmente a inicios de noviembre del 2021.
Esta variante alberga mutaciones especificas (B.1.427: L452R, D614G; B.1.429: S13|,
W152C, L452R, D614G) (Aleem et al., 2022). Algunas de las caracteristicas

epidemioldgicas que se presentaron fueron:

Esta variante se relacionaba con el aumento de casos por COVID-19 en el sur de EE.
UU. California que se curs6 durante la temporada invernal noviembre 2020 a enero

2021, las caracteristicas epidemioldgicas que se notaron en esta variante fueron:

e Reduccion moderada de la neutralizacion utilizada en sueros de convalecencia
y post vacunacion.

e Aumento en su transmisibilidad de un 20%.

e Resistencia a las neutralizaciones terapéuticas conocidas.

e Aumento del 0 % al >50 % de los casos secuenciados del 1 de septiembre de
2020 al 29 de enero de 2021, mostrando un aumento del 18,6 al 24 % en la

transmisibilidad en relacion con el tipo silvestre.

Para julio del 2021 se habia propagado a 34 paises, a esta variante se le han identificado

tres principales mutaciones: en la proteina S en su subunidad uno (S1) en el dominio de
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union RBD la L452R y dos S131-W152C en la nucleocapside (N) el domino N-terminal
(NDT) reduciendo la actividad neutralizante de los anticuerpos generados por las

vacunas o por enfermedad adquirida.

Segun datos de la CDC el continente americano redujo significativamente el nimero de
casos por COVID-19 descendiendo del primer al tercer continente entre los cinco con
una cifra de 11 937 718 casos reportados hasta el 6 de junio del 2022 y 2 758
090 muerte desde el inicio del a pandemia; la evidencia relacionado los brotes de la
enfermedad con los cambios del genoma del virus y las nuevas variantes. En esas
mismas fechas en EE. UU. los casos por COVID-19 alcanzaron 85 515 980 generando
un riesgo para que nuevas variantes surjan, en México pais frontera con EE. UU. la

prevalencia de casos es mucho menor con 5 823 844.

Sin embargo, debido al constante cruce fronterizo entre estos dos paises la propagacién
de alguna variante es muy posible, tan solo en el estado de California se reportan hasta
febrero del 2022, 8 343 213 casos por contagio de SARS-CoV-2, un promedio 12 209
casos diarios. En esas mismas fechas en Baja California se reportaron 128 022 casos
por contagio, una cifra en comparacién menor pero que no descarta el riesgo de nuevos
brotes debido al cruce fronterizo. El municipio de Tijuana tiene una de las fronteras con
EE. UU. con mayor cruce diario, donde las cifras por contagio han alcanzado los 45 393

casos confirmados por SARS-CoV-2.

En base a este escenario, es de importante relevancia conocer la prevalencia de casos
por contagio por SARS-CoV-2 y las nuevas variantes en relacion con las caracteristicas
sociodemogréfica de la poblacion y la exposicion a una coinfeccién por patégenos
comunes como los virus respiratorios que circulan en el ambiente especialmente en
temporada invernal que sumado a las comorbilidades (hipertension, diabetes, obesidad,
etcétera) que caracterizan a cada poblacion, brindaria una oportunidad de mejora en el

control y manejo de nuevos brotes epidémicos por este virus y sus variantes.
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JUSTIFICACION

El virus del SARS-CoV-2 que causa la enfermedad COVID-19 continta siendo hoy en
dia de importancia mundial y de investigacion, aun con la evidencia cientifica y las
estrategias de prevencion los casos positivos siguen siendo de incertidumbre y temor
ante su diagnostico. Se ha observado que el individuo portador puede desarrollar una
sintomatologia nula, leve, moderada o hasta una grave que involucra complicaciones
sistémicas, estancias hospitalarias prolongadas y en casos graves la muerte, aunado a
este panorama la evidencia sobre el comportamiento de las coinfecciones virales
respiratorias la presencia de factores de comorbilidad (obesidad, enfermedades
cardiacas, diabetes, etc.) podrian condicionar al individuo susceptible a desarrollar
rapidamente un cuadro mas severa de COVID-19 requiriendo el monitoreo de la

incidencia en nuestro estado.

La variante Epsilon se detect6 a inicio del 2021 al sur de California EE. UU. y se le
atribuy6 el aumento de casos por COVID-19 durante esa temporada (noviembre 2020
afebrero 2021), se extendio rapidamente por 29 paises adicionales, por lo que ciudades
fronterizas al pais como Tijuana Baja California tienen mayor riesgo de prevalencia y
diseminacién de dicha variante aumentando el impacto en la frecuencia de casos graves

por enfermedad respiratorias.

La implementacién de técnicas moleculares como PCR en tiempo real permite la
evaluacion de la frecuencia de la enfermedad y su relacion con la sintomatologia. El
impacto potencial de coinfeccion del virus de la influenza y la variante Epsilon no ha sido
completamente estudiado por lo anterior es necesario identificar si estas nuevas
mutaciones, tendran un efecto relacionado en torno a la presencia de una coinfeccion
de virus respiratorios como el de la influenza. Ademas, se requiere la implementacion
de la epidemiologia molecular con la busqueda de variantes en Baja California por

meétodos sensible como la secuenciacion de nueva generacion.
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HIPOTESIS

Como en otros afios con la llegada del invierno los casos por enfermedades causadas
por virus respiratorios se presentan con mayor frecuencia, esto podria ser causa
suficiente para que ocurra un aumento en la prevalencia de coinfecciones entre el virus
de la influenza A/B con la variante Epsilon del SARS-CoV-2 en comparacion con sus
negativos de muestras obtenidas de noviembre del 2020 a febrero del 2021 de la
Secretaria de Salud de Tijuana Baja California, relacionando la presencia de una
coinfeccion a la sintomatologia referida por los pacientes.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar prevalencia de coinfecciones de los virus de Influenza Tipo A/B y la variante

Epsilon del SARS-CoV-2 y en poblacion de Tijuana, Baja California.

Objetivos especificos

Determinar la frecuencia de la variante Epsilon del SARS-CoV-2 mediante la
identificacion de las mutaciones S13I, W152C y L452R por medio de RT-qPCR.

Determinar la prevalencia de los virus de la influenza A y B en muestras positivas y

negativas a la variante Epsilon del SARS-CoV-2 por RT-qPCR.

Evaluar la relacion de las variables sociodemograficas y la sintomatologia de los

pacientes con y sin coinfeccion.
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MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron muestras naso/orofaringeas de pacientes con resultados positivos a
SARS-CoV-2 que fueron analizadas por el método molecular de RT-qPCR para la
identificacion de las mutaciones S13I, W152C y L452R de los SARS-CoV-2
correspondientes a la variante Epsilon. Posteriormente se identificara la presencia de
los virus de la influenza A/B mediante el uso del kit de deteccion multiplex COVIFLU a
los grupos correspondientes de muestras con y sin presencia de la mutacion

respectivamente.

Finalmente se analizaron datos clinico-demograficos de los pacientes de la base de
datos de Secretaria de salud obtenidos mediante la aplicacion de la encuesta
epidemioldgica “Casos de sospecha de enfermedad respiratoria”, aplicada en pacientes
con sospecha de diagnostico positivo a SARS-CoV-2 que acuden a los centros de

atencion médica continua y de deteccion de la Secretaria de Salud.
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DIAGRAMA DE FLUJO

Se incluiran muestras de pacientes de la
Secretaria de Salud gue captadas de noviembre
de 2020 a enero de 2021

Determinacion de la presencia de SARS-
CoV-2 por RT-gPCR en el Centro de
Diagnéstico COVID-19, Campus Tijuana

Criterios de Inclusion: Criterios de Exclusion:
Muestras positivas a SARS-CoV-2 Muestras con datos incompletos
con de genes N1 y N2 que tengan y de pacientes vacunados contra

CT-25 la influenza

L

Extraccion de ARN viral

Kit MUT2 S131-W152C/ Kit MUT Kit Multiplex CoviFlu Influenza A/B
L452R: Identiﬁclacién de las mutaciones .| Determinacion de presencia de virus
de la Variante Epsilon de SARS-CoV-2 "| delaInfluenza A y B.

5131, W152C y L452R

h

Analisis estadistico de la relacién datos clinico-
sociodemograficos en casos con y sin coinfeccion.

L J

Redaccion de informe y
resultados finales
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Titulo

Prevalencia de coinfeccién de los virus de la influenza A/B, y la variante Epsilon del SARS-

CoV-2 en pacientes de Tijuana Baja California.
Tipo de Estudio: Observacional: Tipo Transversal
Sede de Investigacion: Centro de Diagnéstico COVID-19, UABC Campus Tijuana.

Periodo de Estudio: Noviembre del 2020 a febrero del 2021.

Poblacion: Hombres y mujeres de cualquier edad que cumpla con la encuesta
epidemiologica de casos por sospecha de enfermedad respiratoria viral.

Muestra

Se analizaran un total de 100 muestras con diagndstico positivo a SARS-CoV-2
detectadas por técnica de RT-qgPCR de noviembre del 2020 a enero del 2021, a las cuales
se les detectara por RT-gPCR la presencia de coinfeccién por virus de la influenza A/IB y
la variante Epsilon del SARS-CoV-2.

Criterios de Inclusion

Muestras nasofaringeas/faringeas de pacientes provenientes de la Secretaria de Salud,
de cualquier edad que fueron analizadas en el Centro de Diagnéstico COVID-19 de la
Universidad Autbnoma de Baja California, Campus Tijuana, con resultado positivo a
SARS-CoV-2 por técnica molecular de RT-gPCR.

Criterios de Exclusion

Muestras de pacientes con datos sociodemograficos clinicos incompletos, asi como
aquellos que refieren haber recibido la vacuna contra la influenza en el periodo de

estudio.

Criterios de Eliminacién: Muestra insuficiente, menor a 1 ml.
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Variables

Variables Dependientes

Coinfecciones Virales; Presencia del virus de la influenza A/B

Variables Independientes

Presencia del SARS-CoV-2: Identificacion del virus del SARS-CoV-2 en muestra
nasofaringea. Las tablas de desglose de variables se encuentran en el area de
anexos.

Presencia de la variante Epsilon del SARS-CoV-2: ldentificacion de las
mutaciones S131, W152C y L452R entre las muestras positivas al virus del
SARS-CoV-2.

Covariables

Género: Condicidn orgénica que distingue a los hombres y las mujeres.

Edad: Tiempo que ha vivido una persona u otro ser vivo contando desde su

nacimiento.

Ocupacion: Actividad laboral habitual, especialmente la que requiere habilidad

manual o esfuerzo fisico.

Sintomatologia: Conjunto de sintomas que presenta una persona en un momento

dado y que obedecen a la presencia de un trastorno especifico de la salud.

Tratamiento: Conjunto de medios que se utilizan para aliviar o curar una

enfermedad.
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PROCEDIMIENTO

La extraccion se realizar6 mediante el Kit Viral Quick-RNA de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. A 200 pL se le afiadié 400 pL de Viral RNA Buffer. La mezcla
se transfirid a la columna Zymo-Spin IC2 en el tubo de recoleccién y se centrifuga
durante 2 minutos. La columna se transferird de columna a un nuevo tubo y se afadi6
500 pL de buffer de lavado viral a la columna, se centrifuga durante 30 segundos y
desecharon el precipitado (repitiendo este paso). Después se afiadieron 500 pL de
etanol (95-100%) a la columna y se centrifuga durante 1 minuto para asegurar la
eliminaciéon completa del buffer de lavado. Con cuidado se transferira la columna a un
tubo libre de nucleasas para realizar la elucién se le afiadié 15 pl de agua libre de
DNasa/RNasa directamente a la matriz de la columna y posteriormente se centrifuga
durante 30 segundos. A todos los precipitados con el ARN extraido se le realizaré RT-

gPCR para la determinacion de mutaciones y de coinfecciones.
Identificacion de la variante Epsilon mediante RT-Qpcr

La identificacion se realizard mediante la determinacion de las mutaciones S131, W152C
y L452R mediante dos kits de RT-PCR.

El primer kit MUT2 SARS-CoV-2, Genes2Life (No. Catalogo: G2LMUSC-02) de RT-
gPCR multiplex que permite identificar las mutaciones S13l y W152C. La identificacion
se realiz6 siguiendo indicaciones del fabricante. Se preparé un Master Mix realizando
los calculos dependiendo del nimero de reacciones necesarias, siendo el nimero de
reacciones a preparar las mismas que el nimero de muestras a analizar, agregando
tres reacciones para control y una reaccién en exceso por cada 10 reacciones que se

preparen.

Para cada reaccion se agregaron 0.5 p L de la Enzima StarQ, 5uL de Buffer StarQ 5X,
2uL de 13-152 Primer Mix y 12.5uL de agua libre de nucleasas. Se afiadieron 20uL en
la placa o tubos de PCR y 5uL del extracto de RNA. Para controles negativos se
utilizaron 5uL de agua libre de nucleasas (NTC) y 5uL del control sin mutaciones
(Control SMut2) en cada reaccion, como control positivo SuL del Control con mutaciones
a una reaccion (Control Mut2). La placa o tubos se colocaron en un termociclador
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CFX96™ de BIO-RAD vy se realizo la amplificacion con el siguiente programa: para la
retro transcripcion 1 ciclo de 20 minutos 50°C, posteriormente un paso de
desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95°C y finalmente 45 ciclos de desnaturalizacion
por 15 segundos a 95°C seguido de paso de alineamiento/extension de 30 segundos a
63°C. El analisis e interpretacion de resultados de las muestras se realiz6 con el

software Bio Tabla 1.

Tabla 2 Interpretacidon de resultados mutacion S131 — W152C

S13| W152C Interpretacion
FAM Cal Fluor HEX Quasar
Red 610 670
+ - + - Control positivo SMut2

(control sintético sin mutaciones)

- + - + Control positivo Mut2

(control sintético con mutaciones)

+ - + - Mutacion S131 y W152C no presentes

- + + - Mutacién S13I presente y mutacion
W152C no presente

+ - - + Mutacion W152C presente y mutacion

S13I no presente

- + - + Mutacién S13l y W152C presentes

- - - - Resultado no valido

+ + + + Resultado no valido

El segundo kit MUT SARS-CoV-2, Genes2Life (No. Catalogo: G2LMUSC-02), permitié
identificar la mutacién L452R, las identificaciones se realizaron siguiendo indicaciones
del fabricante. Se prepar6 un Master Mix realizando los célculos dependiendo del
namero de reacciones necesarias, siendo el nimero de reacciones a preparar las
mismas que el numero de muestras analizadas, se agregaron tres reacciones para

control y una reaccion en exceso por cada 10 reacciones que se preparen.

Para cada reaccion se agregaron 0.5uL de la Enzima StarQ, 5uL de Buffer StarQ 5X,
2uL de L452R Primer Mix y 12.5 y L de agua libre de nucleasas. Se afiadieron 20uL en
la placa o tubos de PCR y 5uL del extracto de RNA. Para el control negativo se utilizo
5uL de agua libre de nucleasas (NTC) en una reaccion y S5uL y como control positivo
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5uL C+L452R en otra reaccion. La placa o tubos se colocaron en un termociclador
CFX96™ de BIO-RAD vy se realizo la amplificacion con el siguiente programa: para la
retrotranscripcion 1 ciclo de 20 minutos 50°C, posteriormente un paso de
desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95°C y finalmente 45 ciclos de desnaturalizacion
por 15 segundos a 95°C seguido de paso de alineamiento/extension de 30 segundos a
60°C. EIl analisis e interpretacion de resultados de las muestras se realizé con el

software Bio, de acuerdo con las indicaciones mostradas en la Tabla 2.

Tabla 3 Interpretacion de resultados L452R

Resultado de Resultado de amplificacion Interpretacion
amplificacion en FAM en Cal Fluor Red 610
+ + Control positivo C+L452R
- + Mutacion L452R presente
+ - Mutacion L452R no presente
- - Ensayo no valido
+ + Ensayo no valido

Genes2Life: Kit Multiplex CoviFlu Influenza A/B

El diagndstico de Influenza A, Influenza B y SARS-CoV-2 se realizé mediante el kit
CoviFlu Multiplex, Genes2Life (No. De catadlogo G2LCoFM-04, mediante la deteccion
especifica de los marcadores moleculares en una sola reaccién de RT-qPCR, utilizando
extractos de muestras de hisopados nasofaringeos u orofaringeos. La deteccion se llevé
a cabo usando oligonucleétidos y sondas que hibridan con la nucleocapside (N) del virus
SARS-CoV-2 y con la region genética para las proteinas de la matriz (M) de los virus de

la influenza A/B.

Se preparo un Master Mix realizando los calculos dependiendo del numero de
reacciones necesarias, incluyendo los controles positivos y negativos. Para cada
reaccion se agregaron 14.5 y L de CoviFlu Primer Mix, 5uL de Buffer 5X y 0.5uL de
enzima. Se afadieron 20uL en la placa o tubos de PCR y 5uL del extracto de RNA. Para
el control negativo se utilizaron 5uL de agua libre de nucleasas (NTC) en una reaccién
y 5uL y 5uL del control positivo en otra reaccion. La placa o tubos se colocaron en un
termociclador CFX96™ de BIO-RAD y se realizo la amplificacion con el siguiente
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programa: para la retro-transcripcion 1 ciclo de 30 minutos 50°C, posteriormente un
paso de desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C y finalmente 45 ciclos de
desnaturalizacion por 15 segundos a 95°C seguido de paso de alineamiento/extension
de 30 segundos a 62°C. El andlisis e interpretacion de resultados de las muestras se
realizé con el software propio del equipo de gPCR, de acuerdo con las indicaciones

mostradas en la Tabla 3.

Tabla 4 Interpretacion de resultados kit COVIFLU Multiplex

Influenza A Influenza B SARS-CoV-2 RNAsaP Interpretacién
FAM TEXAS RED HEX CY5
+ + + + POSITIVO Influenza A, B
y COVID-19
+ + - + POSITIVO Influenza Ay B
- + + + POSITIVO Influenza B y
COVID-19
+ - + + POSITIVO Influenza Ay
COVID-19
+ - - + POSITIVO Influenza A
- + - + POSITIVO Influenza B
- - + + POSITIVO COVID-19
- - - + NEGATIVO
(Ct <38)
+ + + + RESULTADO INVALIDO*
(Ct 238)
_ - - RESULTADO INVALIDO*

Analisis estadistico: Se determino la frecuencia relativa para los virus de la influenza
A/B y se utilizara la prueba exacta de Fisher para evaluar la relacion con la presencia
de la variante Epsilon. Para evaluar la asociacion entre de las variables clinicas-
sociodemograficas en casos con y sin coinfecciones se utilizé un modelo de regresion
logistica, obteniendo OR con intervalos de confianza del 95%. Todas las pruebas
estadisticas con un valor de p <0.05 serd considerado significativas. Se utilizara el

programa estadistico SPSS version 28.0 para el analisis estadistico.

Consideraciones éticas: Los datos de los participantes se mantuvieron anonimos,
ademas. Este proyecto cuenta con el acta de aprobacion de los comités cientificos y de

ética de la Facultad de Medicina y Psicologia, UABC D306. Asimismo, con el convenio
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firmado entre autoridades de UABC y ISESALUD que permite el andlisis de las
muestras. La identificacion de variantes se informé de manera oportuna a Epidemiologia

de Baja California para su seguimiento.
RESULTADOS

En el estudio se analizaron inicialmente 400 muestras positivas a SARS-CoV-2
capatadas en la temporada invernal de noviembre 2020 a ferbrero del 2021. a las cuales
se les determind la presencia de las mutaciones SI3l, W152C y L452R pertenecientes
a la variante Epsilon del virus por PCR en tiempo real. Posteriormente se incluyeron
solo 50 muestras de las 51 que presentaron las 3 mutaciones de la variante Epsilon
para integrar el primer grupo de estudio (Grupo 1. Un segundo grupo (Grupo 2) se

integraron al azar 50 casos de negativos a la variante de las 350 muestras restantes.

En total fueron 100 muestras que continuaron el estudio de las 100 muestras se
descartaron 17 que no cumplian con los criterios de inclusion. Finalmente, se analizaron
83 muestras, de las cuales el 60.2% fueron mujeres entre 16 y 84 afios con una media
de edad de 53 afios; la poblacion restante fueron hombres de en 21 y 93 afios con una

media de edad de 54 anos.

Del grupo 1, 28 (56%) fueron mujeres de 17 a 83 afios con una media de edad de 52
afios y 22 (44%) fueron hombres de 24 a 92 con una media de edad de 52 afios. Del
grupo 2, 28 fueron mujeres de entre 16 a 84 afios con una media de 53 y 22 hombres
de 21 a 93 afios con una media de edad de 53. El Unico virus respiratorio que se detectd
en coinfeccién con el SARS-CoV-2 fue la influenza B, que estuvo presente solo en el
4% de las muestras incluidas en el estudio; 3 muestras fueron mujeres de 44, 60y 17
afos captadas en los meses de diciembre, noviembre del 2020 y enero del 2021. La
cuarta muestra correspondidé a un hombre de 74 afios que fue captada en el mes de
enero 2021. Solo se detectd un caso de coinfeccion en el grupo 1 correspondiente a

una paciente de 17 afios de enero 2021.Tabla 5

Para realizar todas las interpretaciones se integraron en cada procesamiento los
controles positivos y negativos segun lo indicado en el inserto de cada kit de deteccion
(ANEXO 3). Ademas de correrse una prueba piloto con muestras con diagnésticos ya
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validados a SARS-CoV-2 (negativo y positivo) e Influenza A/B, segun lo establecido en

el inserto del kit de deteccion una muestra es considerada positiva, si el valor CT es

menor a 38 (ANEXO 3).

Tabla 5 Comparacion de datos demograficos entre los pacientes con y sin la variante
Epsilon del SARS-CoV-2.

Sexo

Masculino
Femenino

Grupo Etario
0-11 aios

12-18 aios

19-26 aios

27-59 afios

60 0 mas afios
Promedio de Edad (en aiios)
Ocupacién

No Trabajador
Trabajador
Personal de Salud
Otro
Inmunizacién
Vacuna Influenza
Vacuna COVID-19

N: total de muestras analizadas

n: muestras identificadas

Total SARS-CoV-2

N =83
n (%)

33 (39.75)
50 (60.24)

0

2 (2.4)

5 (6.02)
44 (53.01)
32(38.55)

52.81

7(8.3)
16 (19.2)
13 15.6)
47 (56.6)

16 (19.2)
0

* (p < 0.05) se tomaron como significativos

SARS-CoV-2

(+) Epsilon

N =143 n (%)

17 (39.53)
26 (60.46)

0
1(2.32)
2 (4.65)

23 (53.48)
16 (37.2)

52.9

1(2.3)
11 (25.5)
4(9.3)
24 (55.8)

10 (23.2)
0

SARS-CoV-2
(-) Epsilon
N =40 n (%)

16 (40)
24 (55.81)

0
1(2.5)
3(7.5)
20 (50)
16 (40)
52.72

6 (15)
5(1.2)
9 (22.5)
23 (57.5)

6 (15)
0

Entre la poblacion que no presento una coinfeccion por influenza B el 46.8% pertenecio

al grupo que no presentaba la mutacion Epsilon, frente al 53.2% del grupo que presento

la mutacion. Los resultados identificados como coinfeccion arrojaron que el 25%
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pertenecio a grupo con la mutacion, mientras el 75% de las coinfecciones restantes se
presentaron entre el grupo sin la mutacion.

Los pacientes que presentaron la variante Epsilon del SARS-CoV-2 tienen un mayor
riesgo de presentar una coinfeccién con influenza B que aquellos que no la presentan.
RR=2.124 IC 95% (.385 — 11.757). El grupo de pacientes que no se vacunaron contra
Influenza estacional tienen un mayor riesgo de contraer la enfermedad por alguna de

las mutaciones de la Variante Epsilon del SARS-CoV-2 (RR=.

Ademas, los pacientes que presentaron alguna mutacion de la Variante Epsilon del
SARS-CoV-2, tienen mayor tienen mayor riesgo de desarrollar tos RR= 1.195 IC 95%
(.741-1.927), odinofagia RR= 1.238 IC 95% (.759 — 2.021), disnea RR= 1.141 IC 95%
(.755-1.725), irritabilidad RR= 1.039 IC 95% (.454-2.379), diarrea RR= 1.884 IC 95%
(.700-5.075), dolor toracico RR=1.051 IC 95% (.658 — 1.678), escalofrios RR=1.203 IC
95% (.718 — 2.015), cefaleas RR=1.047 IC 95% (.683 — 1.604), mialgias RR=1.089 IC
95% (.691 -1.698), artralgias RR= 1.226 IC 95% (.760 — 1.978), rinorrea RR= 1.057 IC
95% (.654 — 1.709), polipnea RR= 1.316 IC 95% (.522 — 3.313), emesis RR=1.037 IC
95% (.255 — 4.213), dolor abdominal RR= 1.037 IC 95% (.255 — 4.213), anosmia RR=
1.040 IC 95% (.574 — 1.883) a los que no.

En la poblacién de estudio los sintomas con mayor frecuencia referidos por los pacientes

fueron: tos, fiebre, cefalea, disnea y mialgias los cuales coinciden entre los sintomas

mas comunes en cuadros respiratorios. Tabla 6
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Tabla 6 Frecuencia de los sintomas presentados entre los pacientes con y sin la
mutacion Epsilon del SARS-CoV-2.

Sintomas Total SARS- SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
CoV-2 N Grupo 1: (+) Grupo 2: (-)
=83 Epsilon Epsilon
n (%) N =43 n (51.8 N =40 n (48.19
%) %)
Fiebre 56 (31.3) 30(69.7) 26 (65)
Tos 63 (75.9) 34 (79) 28 (70)
Odinofagia 31(37.3) 18 (41.8) 13 (32.5)
Disnea 49 (59) 24 (55.8) 25 (62.5)
Irritabilidad 6(7.2) 3(6.9) 3(7.5)
Diarrea 11 (13.2) 8 (18.6) 3(7.5)
Dolor Tordcico 24 (29.9) 12 (27.9) 12 (40)
Escalofrios 26 (31.3) 15 (34.8) 11 (27.5)
Cefalea 53 (63.8) 27 (62.7) 26 (65)
Mialgias 39 (46.9) 21 (48.8) 18 (45)
Artralgia 33 (397) 19 (44.1) 14 (35)
Rinorrea 28 (33.7) 15 (34.8) 13 (32.5)
Polipnea 8(9.6) 5(11.6) 3(7.5)
Vomito 2(2.4) 1(2.3) 1(2.5)
Dolor Abdominal 2(2.4) 1(2.3) 1(2.5)
Conjuntivitis 2(2.4) 2 (4.6) 0
Cianosis 0 0 0
Anosmia 15 (18) 8 (18.6) 7 (17.5)
Inicio Subito 12 (14.4) 4 (9.3) 8 (20)
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N: total de muestras analizadasn: muestras identificadas
*(p < 0.05) se tomaron como significativos

Comparando la frecuencia de estos sintomas entre el grupo que presento y el que no
alguna de las mutaciones de la variante Epsilon, observamos mas frecuente estos

sintomas entre el grupo que presento alguna de las mutaciones que los que no (Grafica



Grafica 1. Frecuencia de sintomas presentados entre los pacientes con y sin la mutacion
Epsilon del SARS-CoV-2
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Al analizar las comorbilidades y la presencia de la variante Epsilon, se encontro que cualquier
comorbilidad aumentas el riesgo de presentar la infeccion por la variante Epsilon de la SARS-
CoV-2 (Tabla y Gréfica 2). Las comorbilidades referidas son

Tabla 7 Comparacion de las morbilidades y edad de los pacientes con y sin la
variante Epsilon del SARS-CoV-2

MORBILIDADES Total SARS- SARS-CoV-2 Grupo 2: (-) Epsilon
SARS- CoV-2 N=40 n (%)
CoV- Grupo
2 1: (+)
N= Epsilon
83 N=43
n(%) n(%)
HIPERTENSION 39 22 17 (42.5)
(46.9) (51.1)
DIABETES 29 16 13 (30.2)
(34.9) (37.2)
OBESIDAD 15 9 6 (15)
(18)  (20.9)
EPOC 0 0 0
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ASMA 6  1(2.3) 5(12.5)
(7.2)

INMUNOSUPRESION | 0 0 0

VIH/SIDA 0 0 0

OTRA CONDICION 14 3(6.9) 11 (27.5)
(16.8)

ENFERMEDAD 5(6) 2(4.6) 3(7.5)

CARDIACA

IRC 3 2(4.6) 1(2.5)
(3.6)

TABAQUISMO 6  2(4.6) 4 (10)
(7.2)

PROMEDIO DE 52.8 529 52.7

EDAD

N: Total De Muestras Analizadas; N: Muestras Identificadas
* (P < 0.05) Se Tomaron como significativos

|

|

Grafica 2. Frecuencia de comorbilidades en los pacientes que positivos y
negativos a la variante Epsilon.
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DISCUSION

Ante la gran controversia sobre el surgimiento del virus del SARS-CoV-2 y la gravedad
de la enfermedad que produce COVID-19, se sumo la incégnita sobre el
comportamiento que este virus tendria ante otros patégenos respiratorios presentes en
el ambiente y el efecto que tendria una coinfeccion entre ellos y su letalidad. En 2020 la
revista “Jornal of the American Medical Association”, revelo que el virus del SARS-CoV-
2 presentaba una tasa de coinfeccion del 21% un valor mas alto de lo esperado. En EE.
UU. California se realizd otro estudio de tipo transversal el cual revelo que entre las
coinfecciones por virus respiratorios mas comunes a las cuales se asocia al SARS-CoV-
2 se encentraba el virus de la influenza tipo A. Mientras comparte una mayor

compatibilidad a generar enfermedad con la influenza tipo B (Lai et al., 2020).

La OMS sefiala que el virus de la influenza y sus subtipos tienen un riesgo significativo
a brotes epidémicos durante las temporadas invernales, es por ellos que los centros
epidemioldgicos mantienen afio con afio registro sobre la frecuencia de casos positivos
y sus complicaciones. Durante la pandemia por COVID-19 se temia que esto podria
tomar un rumbo totalmente distinto complicando los diagnésticos y tratamientos al

presentar ambos virus una sintomatologia tan similar.

Es importante reconocer la coinfeccion ya que el manejo del tratamiento y el prondstico
seran diferentes(Ali et al., 2021). Durante la temporada invernal de diciembre 2020 y
enero 2021 en California (EE UU) ciudad frontera con Baja California (México), se
detect6 una tasa del 1% de infecciones respiratorias por influenza en comparaciéon con
la temporada invernal de diciembre 2019 y enero 2020 que oscilaba entre los 24 a 44%
de los casos detectados. La adopcion de practicas de mitigacion de COVID-19, incluido
el distanciamiento social, el uso de cubrebocas y el cierre de escuelas y negocios,
influyeron beneficiosamente en la propagacion del virus pandémico y otros como el de

la influenza entre la poblacion (Rizzo et al., 2021).

La influenza se notifico con una frecuencia muy baja entre los pacientes hospitalizados
con SARS-CoV-2 en comparacion con los ultimos afos, probablemente debido a las
medidas preventivas tomadas para evitar el COVID-19 y la alta cobertura de vacunacion
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contra la influenza en 2020 (Eisen et al., 2021). Segun datos de la direccion general de
epidemiologia (DGE 2020), los casos por influenza en la temporada invernal de
diciembre 2020 y enero 2021 fueron muy escasos en la region de Baja California, se
identificaron en la poblacion estudiada a 4 pacientes que mantenian una coinfeccién
con influenza B de entre los 100 casos positivos a SARS-CoV-2 analizados. En el
siguiente periodo invernal (noviembre 2021-febrero 2022) la DGE (2020) sefalo una
elevacion de casos de frecuencia por influenza, el evento se atribuye a las medidas de

distanciamiento que se debilitaron posterior a las campafias masivas de vacunacion.
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CONCLUSIONES

El andlisis esta dirigié a la deteccion frecuencia de coinfecciones entre influenza y el
SARS-CoV-2 tomando como variable de exposicion las mutaciones variante Epsilon.
Esta investigacion incluyo solo al virus de la influenza y a la variate Epsilon la cual segin
la OMS se encontraba como clasificacion VOC durante el periodo de estudio de las

muestras.

Estudios hasta ahora han coincidido en el hecho de que las medidas de distanciamiento
social para prevenir el contagio por SARS-Cov-2 durante la temporada invernal
pandémica de noviembre 2020 y enero 2021, tuvieron un gran impacto en la baja
circulaciéon del virus de la Influenza y otros virus respiratorios lo cual pudo haber influido

en la frecuencia de coinfecciones entre ellos.

Sin duda este estudio puede unirse a otros que comparte evidencia sobre la relacion del
desarrollo de la enfermedad COVID-19 de forma grave, cuando el individuo presenta

algun tipo de comorbilidad sumada al diagnéstico.

Realizar nuevamente este tipo de estudio una vez que se hayan reincorporado
actividades de forma cotidiana evaluando la frecuencia de casos de virus respiratorios y
ampliando la deteccion de las variantes circulantes del virus del SARS-Cov-2, brindaria
un panorama aun mas amplio sobre el comportamiento de los virus en coinfeccién y su

patogenia.
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ANEXOS

ANEXO 1 TABLAS DE VARIABLES

Variables dependientes

Variable

Coinfecci6é Presencia de los virus

n
virales

Definicion
Conceptual

de la influenza A/B.

Variables Independiente

Variable

Presencia
SARS-
CoV-2
Presencia
dela
Variante
Epsilon
del SARS-
CoV-2

Covariables

Variable

Genero

Edad

Ocupacion

Definicion
Conceptual

Apariencia o
aspecto externo de
alguien o algo.
Presencia de las
mutaciones S13l,
W152C y L452R
del SARS-CoV-2

Definicion
Conceptual

Condicion
organica que
distingue a los
machos de las
hembras
Tiempo que ha
vivido una
persona u otro
Sser vivo
contando
desde su
nacimiento.
Actividad
laboral
habitual,
especialmente
la que requiere

Instrumen
to de
medicion
Ensayo
molecular:
RT-PCR

Instrumento
de medicion

Ensayo
molecular:
RT-PCR
Ensayo
molecular:
RT-gPCR

Instrumento
de medicion

Revision de
historia
clinica

Revision de
historia
clinica

Revision de
historia
clinica
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Tipo y escala
de medicion

Cualitativa

Ordinal

Tipo y escala
de medicion

Cualitativa

Nominal
Cualitativa

Ordinal

Tipoy
escala de
medicion
Cualitativa

Nominal

Cuantitativa

Discreta

Cualitativa

Nominal

Unidades y/o
categorias de
medicion
Presencia (1)
Ausencia (0)
Influenza Tipo A
Influenza Tipo B
Influenza Ay B

Unidades y/o
categorias de
medicion
Presencia (1)
Ausencia (0)

Presencia (1)
Ausencia (0)

Unidades y/o
categorias de
medicién
Mujer (0)

Hombre (1)

Edad en afos

Empleado
Estudiante
Otro

Formas de
analisis

Comparacio
n de medias

SPSS

Formas de
analisis

Reporte de
frecuencias

Comparacion
de medias

SPSS

Formas de
analisis

Comparacion
de medias

SPSS

Comparacion
de medias

SPSS

Comparacion
de medias

SPSS



Sintomatologia

Comorbilidades

Tratamiento

habilidad
manual o
esfuerzo
fisico.
Conjunto de
sintomas que
presenta una
persona en un
momento dado
y que
obedecen ala
presencia de
un trastorno
especifico de
la salud.

Es un término
utilizado para
describir dos o
mas trastornos
0
enfermedades
gue ocurren en
la misma
persona.

Conjunto de
medios que se
utilizan para
aliviar o curar
una
enfermedad.

Revision de
historia
clinica

Revision de
historia
clinica.

Revision de
historia
clinica.

Cuantitativa

Ordinal

Cualitativa

Nominal

Cualitativa

Nominal

Inicio subito de los
sintomas

Fiebre

Tos

Cefalea

Disnea
Irritabilidad
Diarrea

Dolor Toréacico
Escalofrios
Odinofagia
Mialgias
Aurtralgias
Ataque al estado
general

Rinorrea
Polipnea

Vomito

Dolor Abdominal
Conjuntivitis
Cianosis

Otro

Diabetes

EPOC

Asma
Inmunosupresion
Hipertension
VIH/SIDA
Enfermedad
cardiovascular
Obesidad
Insuficiencia renal
cronica
Tabaquismo
Otros

Si (1)

No (0)

Comparacion
de medias

SPSS

Comparacion
de medias

SPSS

Comparacion
de medias

SPSS



ANEXO 2 CONSIDERACIONES BIOETICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA

Tijuana, B.C., a 15 de febrero del 2022
Oficio, No. 235/2022-1

DRA. IDANIA RUBI SERAFIN HIGUERA
PRESENTE -

Por medio de este conducto, me permito informarle que se sometio a revision
a la Comision de Bioética de esta Facultad, la solicitud de revision del proyecto de
investigacion titulado: “VARIANTES DEL SARS-CoV-2 Y SU ASOCIACION CON
LA PRESENCIA DE LOS VIRUS RESPIRATORIOS INFLUENZA A/B SINCITIAL
RESPIRATORIO EN POBLACION DE BAJA CALIFORNIA”, el cual tuvo como
resultado el siguiente dictamen: APROBADO.

Sin mas por el momento, me despido de usted enviandole un cordial saludo.

ATENTAMENTE
"POR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE"

RSP

DRA. JULIETA YADIRA ISLAS LIMON
DIRECTORA
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
Comité de Bioética

Tijuana, Baja California a 14 de Febrarc del 2022,

DRA. JULIETA YADIRA ISLAS LIMON
DIRECTORA FACULTAD DE MEDICINA ¥ PSICOLOGIA
PRESENTE.

Por medio del presanie y aprovechando para extenderle un cordial salude se le nolifica que,
despuds de revisar la soiciled de revisidn del proyects de investigacion con titulo:

“Variantes del SARS-CoV-2 y su asociacion con la presencia de los virus respiratorios
Influenza AJB y sincitial respiratorio en poblacion de Baja California™

LP.: Dra. |danya Fubi Serafin Higuera

Iry. Asoc.: Dra. Susana Gonzdlez-Reyes, Or. Manuel Sanchez-Alavez, E M Evelia Inés Zaragoza
Casanova, MC. Karla Rodrigeez-Encinas, MC. Germdén |barra- Malina, M. Jonathan Vincent Lapez-
Baena, MC. Jesis Ivin Rodrigees-Vasquez, v olies.

n comisiin especilica, el Comilé de Bictlica de |a Facultad de Medicina y Paicalegia ha decidids el
squenle diclamen:
APROBADO

Los fundamentos para dicha decisiin se basan en que e un proyects de investigacon clasificado
“Calegoria Il. lwvestigacitn con fesga minimo” de acuerds al Aticuls 17 del Reglamenla de la Ley
General de Saled en Malera de Investigacion para la Salud por haber cumplide con las caracterisicas
para dicho nivel al ser un proyects a desamallarse en mussiras bickigicas inactivas da un banco
inslibucional de resguardo, lomadas de pacianies previamenls esludados para diagndstico malecular de
SBARS-CoV-2, mismo que & desarroliard en laboraborio con nivel de biosequridad 2 en la FMP-LIABC,
cumplendo con lo sefialado en & Tiule Cuano Capilulo | Asticule 78, ademas de calegonizarsa el eshudio
denirer ded grups de riesgo | e acuerdo ol At 7O ded misme reglaments. A travis de videscorlerencia
que se cuenls grabada, se indicaron a ka invesligadora principal lodas sus obligaciones y
respansabilidades sefialadas an el A 83, con avidancia de acaplacdn, hacendo énfasis an la
bicseguridad lokal para el personal participante, A & vez, s cuenla ya con consenlimienlos infarmados
firmados por parte de los sujelos origen de las muesiras, para su uso en investigacion. En el prasente
esludio no s& relacionardn B muesiras con kb denificacaon de obs sujelos, respelando b privacdad da
los mismos, manefandose solamente ndmenos de folio.

La prasenie aprobaciin es para su aplicaciin en un periods na mayes a UN ARO & parlic de ka fecha del
dictamen; cualquisr cambio al prolocolo de rabajo requisens de nolificacion a esbe Comilé en un periodo
na mayer a 15 dias para manbenes ka vigencia del misma.

Sin mas por al momenta, queds de Lsled camo su 5.5,

Angel Fraga Vallejo

Comité de Bloética FMyP

C.o.p. Archive Comild do Biodtica | D306
Recibido pam revsion. 01-Feb-2023
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ANEXO 3 RESULTADOS PRUEBA PILOTO

Amplification E’E
T T T T T T T T T T T T T T
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OO0 e ]
D 1500 e D .
o
B o S S T ]
500 Lo, STUTTT S NN UNUU SO E
o I I — E ]
0 10 20
Cycles [] Log Scale

FAM HEX Texas Red

Tabla de Resultados 1 Amplificacion de curva de controles positivos a SARS-CoV-2, Influenza
A e Influenza B. Los valores de CT finales se encuentra en la Tabla 2 de Resultados

Segun lo establecido en el inserto del kit de deteccion una muestra es considerada
positiva, si el valor CT es menor a 38.

ID Fecha SARS- CT Influenz | CT Influenz | CT Influenz
corrida CoV-2 aA aB aAB
piloto

CTROL + SARS 11/03/202 Positivo = 25.4  Negativo N/A 30.8  Negativo
2 7 5

CTROL (+) 11/03/202 = Negativ = N/A Positivo  17.4 31.9 | Negativo

INFLUENZA 2 o] 4

(AKMH)

CTROL (-) 11/03/202 Negativ. @ N/A Negativo = N/A 32.5 Negativo

SARS/INFLUENZ 2 o] 4

A

Control (+) 11/03/202  Positivo = 30.2  Positivo | 26.0 @ Positivo | 26.5 @ Positivo
2 5 1

Tabla de Resultados 2 Valores de CT de la corrida con pruebas piloto Kit CoviFlu 11 de marzo
del 2022.

Para la prueba piloto se analizaron muestras con resultados respaldados con un previo diagndstico. El control positivo SARS-
CoV-2 se obtuvo de entre las muestras positivas procesadas en el centro de Diagnostico COVID-19. El control positivo a
influenza se obtuvo de una muestra procesa dentro de las instalaciones que cumplia con los signos y sintomas de un virus
respiratorio, pero con resultado negativo a SARS-CoV-2 el 05 de enero del 2022 (AKMH) y el control negativo a ambos virus
se tomo de un paciente aparentemente sano.
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Amplification i’m I
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Tabla de Resultados 3 Curva de pruebas pilotos: Curva azul: Muestra positiva
ainfluenza A paciente AKMH. Curva Verde muestra positiva a SARS-CoV-2.
Curvas roja muestra positiva a influenza B
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