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INTRODUCCION

La Influenza es una enfermedad aguda de las vias respiratorias,
cuyos agentes etioldgicos son 1os virus del género Influenza, de la
familia Orthomyxoviridae. Su distribucidn es mundial, afecta tanto
a la poblacidon infantil como a la adulta y predomina durante la tem-
porada invernal, con mayor frecuencia en los meses de diciembre a a-
bril (28, 42). Esta enfermedad ha representado siempre un gran pe-
1igro para la salud humana y ain cuando se ha desarrollado una vacu-
na desde hace aproximadamente 43 afios, la proteccidn proporcionada
por ésta es de corta duracidn y s6lo recientemente se han podido uti
lizar las drogas antivirales para su tratamiento (33, 51, 56). Tam-
bién causa un gran impacto en la economia por afectar a un gran seg-
mento de la poblacidn en edad productiva y por su alta morbilidad o-
casiona ausentismo laboral y escolar (40).

Los virus de la Influenza son particulas esféricas de 80 a 120
nandmetros de didmetro, aunque se han descrito formas filamentosas
(10, 42). La nucleocdpside posee simetria helicoidal y se encuentra
recubierta por una envoltura 17pida de 1a cual se proyectan hacia el
exterior aproximadamente 700 a 900 espiculas superficiales de dos ti
pos, 1a hemaglutinina (HA) y 1a neuraminidasa (NA) en proporciones
de 5 a 1 respectivamente. La HA constituye el 25% de las proteinas
del viri6n, es un trimero en forma de bastdn constituido por los po-
lipéptidos HAl y HA2, unidos por enlaces disulfuro; es responsable
de la especificidad antigénica, de Ta adherencia de los virus a la cé@
Tula huésped y de l1a aglutinacidn de eritrocitos de pollo, de cobayo
y humanos tipo 0 (34). La NA es un tetrdmero compuesto por una cade
na polipeptidica, orientada en forma opuesta a la HA y cuya funcitn
consiste en hidrolizar el enlace galactosa-dcido N-acetilneuraminico
de las glucoproteinas de 1a célula huésped, permitiendo de esta for-
ma Ja liberacidn de las particulas virales y por lo tanto 1a disemi-
nacidén de la infeccidn (41, 42, 43, 44, 55).

E1 genoma del virus estd constituido por 8 segmentos distintos



de RNA de tira iinica y polaridad negativa (10). Estos contienen la
informacifn para la codificacidn de las siguientes proteinas: Poli-
merasas Pl, P2 y P3, de alto peso molecular, constituyentes menores
de 1a nucleocdpside y que participan en la transcripcidn y replica-
cidn del RNA; la nucleoproteina, componente principal de 1a nucleo-
cdpside; la proteina M o de 1a matriz; 1a HA y 1a NA, glucoprotei-

nas que forman las espiculas superficiales y las proteinas no es--

tructurales NS1 y NS2, cuya funcidn se desconoce (26, 42, 53).

En base & la nucleoproteina especifica los virus de la Influen
za se han clasificado en tres tipos diferentes: A, By C (26). Des
de e1 punto de vista genético, el tipo A es inestable y responsable
de todas las pandemias; el B se asocia con brotes epidémicos al i--
gual que el tipe C, el cual quizd pertenezca a otro género ya que
solamente presenta 7 segmentos de RNA y un sdlo tipo de espicula su
perficial (20, 29, 40).

La replicacidn de los virus de la Influenza se inicia cuando
se adhieren a las glucoproteinas receptoras de la membrana de la cé&
lula huésped, en especial a las que contienen dcido N-acetilneurami
nico con enlaces alfa-2,3 o alfa-2,6 mediante el extremo distal de
la HA (24). Posteriormente penetran por fusidn, una vez que la HA
ha sufrido una escisidn proteolitica, requisito indispensable para
la infectividad viral (3, 8). A continuacidn el virus es transpor-
tado hacia el citoplasma dentro de una vesicula pinocitica y los 1i
sosomas Se unen para formar el fagolisosoma, 1o cual conduce a la
reduccidn del pH, factor esencial para la liberacidn de la nucleo--
capside (35, 39).

Por un mecanismo desconocido, el RNA viral (vRNA) es transporta
do al niicleo, en donde las polimerasas transcriben selectivamente fi
lamentos positivos de mRNA y promueven Ta sintesis regulada del vRNA.
Una vez sintetizados el RNA y 1a proteinas virales, el ensamble se e-
fectia en el citoplasma e incluye la seleccidn de los 8 segmentos de
RNA. La envoltura y las glucoproteinas superficiales se obtienen por



un proceso de gemacifn a nivel de la membrana de 1a cé&lula huésped.
En esta etapa la NA cataliza la escisifn del enlace alfa-cetosidico
entre el dcido sidalico terminal y el residuo de aziicar adyacente. Es
ta reaccidn hace posible el transporte del virus a través de la muci
na y destruye el receptor para la HA, permitiendo asi l1a elucibn de
la progenie viral de las células infectadas y previene la autoagrega
cibén de los virus (3, 8, 24, 35, 39, 47).

Los virus de 1a Influenza presentan la caracteristica de sufrir
variaciones antigénicas debido al cambio en 1a secuencia de los ge-
nes virales {53). Se han descrito dos tipos de variaciones: la me-
nor que resulta de la acumulacién gradual de cambios en una base y
se presenta en las moléculas de HA y de NA y 1a mayor, que invelucra
el reemplazo de Tos genes que codifican l1a HA y/o 1a NA, probablemen
te por rearreglo genético, similar al proceso de formacidn de hibri-
dos en 1os organismos superiores (54). Por medio de anticuerpos mo-
noclonales, también se ha detecfado Ta variacion menor en la nucleo-
proteina y en dos de los tres epitopes de la proteina de la matriz
en un nimero limitado de cepas (39). Es probable que esta variacidn
corresponda a un dimorfismo genético mds que al acimulo de mutacio-
nes de punto (52, 53).

La HA es altamente inmunogénica e induce la producci6n de anti-
cuerpos que inhiben la hemaglutinacidn y Ta infectividad de los vi-
rus. Sin embargo, debido a 1a variacidn antigénica, los anticuerpos
inducidos por una infeccifn o vacunacifn con una cepa particular, no
son capaces de neutralizar a las variantes, de tal forma que la po-
blacibn es susceptible al nuevo virus y puede iniciarse una epidemia
cuya magnitud es proporcional al grado de cambio antigénico (11, 13).

En el virus de 1a Influenza A se han demostrado los dos tipos de
variaciones, mientras que en el B s61o se ha observado 1a menor (26,
28). Hasta la fecha se han identificado tres tipos de HA en los vi-
rus de 1a Influenza humana: Hl, H2 y H3 y dos de NA: N1 y N2. la va
riacion antigénica mayor se ha presentado a intervalos regulares des



de que se aisld el primer tipo en 1933 y en 1957 ocurrié en Tos dos
antigenos superficiales (26, 28).

En 1889-1890 ocurrid una epidemia de influenza causada por vi-
rus con H2, los cuales fueron reemplazados por 1a H3 alrededor de
1900. En 1918 aparecié la H1 responsable de Tas pandemias de 1918-
1919 y 1946. E1 antigeno H2 reaparecid en 1957 y fue suplantado por
el H3 en 1968. Después del retorno abortivo del H1 en 1976, reapare
cid en China en 1977. Actualmente circulan simultdneamente los vi-
rus con H1 y H3 (28, 30, 31).

La apariciﬁn de un nuevo subtipo habia conducido a la desapari-
cion del anterior, sin embarge a partir de 1977 dos eventos han ca-
racterizado la epidemiologia de la influenza: (1) ese afio reaparecid
el subtipo viral A (HIN1) después de 20 afios de ausencia y se disemi
né por todo el mundo y (2) esta reaparicién no suprimid los virus
H3N2, excepto por pocos meses en algunos paises (49). Ademds dentro
de una misma familia de virus A, la Gltima variante una vez estable-
cida, no ha eliminado a los otros miembros. También se ha reportado
la infeccidn de un mismo individuo con dos subtipos en la misma esta
cidn; este es un nuevo fenfmeno que puede afectar la epidemiologia
futura de 1a influenza A asi como las medidas de prevencion (18, 19,
48).

Por otra parte, 1os resuitados de estudios epidemiolfgicos para
el control de influenza han demostrado que durante 11 afios han ocurri
do epidemias anuales en Houston, Tx., 10 cual ha sugerido que éste es
un rasgo epidemioldgico de la enfermedad; de tal forma que el compor-
tamiento propuesto previamente respecto a 1a existencia de periodos
interepidémicos no refleja 10s acontecimientos actuales (13, 21).

En cada una de estas epidemias se ha recuperado un virus predo-
minante y variantes heterogéneas, de las cuales la mayoria no se vuel
ven a presentar, de tal forma que no se puede predecir el virus cau-
sal y la severidad de 1a epidemia o el impacto en la comunidad en el



caso actual de cocirculacidn de dos subtipos del virus de la Infldgg
za A (18, 48).

Por otra parte, la diseminacitn de los virus de 1a Influenza A
de un reservorio animal a otro constituye una parte importante del
estudio epidemioldgico de esta enfermedad (7, 42). Se ha sugerido
que una nueva cepa se origina por recombinacidn después de una doble
infeccidn en un huésped por un virus de la influenza humana y otro
de origen animal (30, 50). Por medio de anticuerpos monoclonales ha
sido posible caracterizar los antigenos virales y determinar la trans
ferencia de cepas entre distintos reservorios. También por medio de
este tipo de anticuerpos se ha podido correlacionar la secuencia de
aminodcidos de 1a HA en los diferentes antigenos de los virus del sub
tipo H1 N1 (1, 13, 14, 41).

Actualmente la vigilancia epidemioldgica de la Influenza se man
tiene por medio de 108 Centros Nacionales de Influenza en 76 paises,
establecidos por la Organizacidn Mundial de la Salud. En estos labo
ratorios existe un sistema para detectar las nuevas variantes antigé
nicas, para registrar los patrones de diseminacion y documentar los
cambios antigénicos subsecuentes (40).

Los virus de 1a Influenza se transmiten principalmente por via
aérea ya que las fuentes de infeccidn son los aeroscles que provie-
nen de personas enfermas y que son diseminados al toser, estornudar
0 hablar. Los virus se depositan en la mucosa del arbol traqueobron
quial y por la accidén de 1a NA ocurre la licuefaccién del moco, pro-
moviéndose el acceso al epitelio columnar, células en donde se repli
can, Jas cuales mueren y se descaman con e] consecuente edema e in-
filtracién de células mononucleares (38).

Los sintomas mds notables que se presentan en forma sibita son:
fiebre, dolor de cabeza, mialgias, lasitud, tos no productiva, dolor
de garganta y flujo nasal (26). En la mayoria de los casos la enfer
medad persiste de 2 a 5 dfas y desaparece sin dejar secuelas. Las



complicaciones mas importantes son la neumonia primaria que ocurre
principalmente en infantes, personas mayores de 65 afios o en aqué-
11os con enfermedades crdnicas o debilitantes, particularmente car-
diacas o pulmonares, en este grupo existe un alto riesgo de que las
complicaciones amenacen la vida del paciente; 1a neumonia bacteria-
na secundaria y en algunos casos la fibrosis del parénquima pulmo-
nar mediada probablemente por factores liberados por los macrdfagos
(12, 25). Sin embargo se debe enfatizar que el curso de la enferme
dad depende tanto de la cepa viral como de 1os factores del hudsped
incluyendo la respuesta de anticuerpos especificos locales (IgA), sé
ricos (IgG) y los efectos debidos a 1a respuesta inmune mediada por
células (11). Como prueba de esto Gltimo se ha demostrado la induc-
cibn de células efectoras, citotdxicas y la actividad de células ase
sinas naturales que es mixima dos dias después de la infeccién (23,

27).

E1 cultivo de los virus de la Influenza a partir de especimenes
clinicas y 1a deteccidn temprana de Tos cambios antigénicos han per-
mitido conocer su comportamiento en la comunidad, ya que el diagnés-
tico clinico es insuficiente debido a 7a existencia de numerosos vi-
rus respiratorios capaces de producir una enfermedad similar (6).

Por lo anterior se han propuesto indicadores estadisticos para 1a in
fluenza ciinica. Ejemplos de éstos son l1a morbilidad, la mortalidad
y el concepto de exceso de mortalidad, ya que nminguna otra enfermedad
ocasiona un incremento tan marcado en el ndmero de muertes durante el
invierno (4). Esto demuesira uno de los enigmas de la influenza, la
recirculacion de los virus cada invierno después de haber desapareci-

do durante el verano {4, 49).

E1 diagnéstico definitivo de la Influenza se establece al inocu-
lar especimenes faringeos, lavados nasales e incluso esputo en las ca
vidades amnidtica y alantoidea de embriones de pollo de un periodo de
desarrollo de 9 a 10 dias, en cultivos de lineas celulares MOCK (Ma-
din-Darby canine kidney), en cultivos primarios de rifibn de mono o en
cultivos de 6rganos (5, 12, 16, 17). Después del periodo de incuba-



cién apropiado en las condiciones establecidas, los yirus se detec-
tan por medio de 1a aglutinacidn de eritrocitos de pollo y se iden-
tifican por el método de inhibici6n de la hemaglutinacidn, utilizan
do antisueros de referencia {15, 26, 40, 42).

E1 diagnéstico seroldgico se establece al demostrar un incremen
to al cuddruple en el titulo de anticuerpos, una vez que se comparan
los sueros sanguineos obtenidos al inicio y durante la convalescencia
de 1a enfermedad (31). Entre los métodos mds utilizados se encuen-
tran la fijacién del complemento 0 Ta inhibicidn de la hemaglutina-
cién (15). Ademds como pruebas rdpidas de diagnSstico se han descri
to las técnicas de radioinmunoensayo y de ensayo inmunoenzimdtico,
sin embargo la eficiencia reportada para el caso de los virus de la
Influenza tipo A ha sido de 50% y de 53% respectivamente (22).

Como medidas del control de la influenza se recomiendan las va-
cunas constituidas por las cepas virales A y B seleccionadas en base
a los dataos epidemiolfgicos y de laboratorio mds recientes. Por ejem
plo, el ACIP (Advisory Commitee on Immunization Practices) anticipd
que la vacuna para el periodo invernal de 1984-1985 deberia contener
los virus A/Filipinas/2/82 (H3N2), A/Chile/1/83 (HIN1) y B/URSS/100/
83 que fueron las cepas prevalentes (9). Estas vacunas se adminis-
tran primordialmente a las personas que pertenecen a un grupo de al-
to riesgo, es decir quienes sufren de enfermedades cardiopulmonares,
renales o con cincer (12, 13). La amantadina, un agente quimiotera
péutico que es efectivo para la prevencidon de la influenza tipo A,
también puede utilizarse para el tratamiento de esta enfermedad. O-
tra medida de control que se debe considerar en los casos de epide-
mia es el evitar viajes y exposiciones en lugares muy concurridos y
cerrados, ya que debido a 1a facilidad de transmisidn de los virus
puede ocurrir una rapida diseminacidn (2, 12, 13).

Actuyalmente, en la ciudad de Monterrey se notifican aproximada-
mente 500 000 casos anuales de enfermedades respiratorias agudas (7)
y en el pais 10 millones, de las cuales la mayoria son producidas por



agentes virales y no se cuenta con la tecnologfia apropiada para in-
vestigar el agente etiolfgico, de tal forma que sblo se aisian en
los laboratorios de referencia (7, 46).

En base a 1o anterior y a 1a excesiva frecuencia y severidad de
Ta Influenza, el objetivo establecido para este trabajo fue 1levar a
cabo el aislamiento y la identificacidn-de los virus de la Influenza
que circularon en la ciudad de Monterrey durante los periodos inver-
nales de 1983 a 1986, con el fin de contribuir en esta forma al diag

nistico—etiolégico y a la vigilancia epidemioldgica de esta enferme-
vigilancia ep
dad.



MATERIAL Y METODOS

Para aislar e identificar los virus de la Influenza que circu-
laron en la ciudad de Monterrey, se obtuvieron 862 especimenes fa-
ringeos, correspondiendo 311 al perfodo invernal de 1983-1984; 215
al de 1984-1985 y 336 al de 1985-1986. Estos se recolectaron de pa
cientes que acudieron a la Clinica para los Trabajadores de la Uni-
versidad Auténoma de Nuevo Ledn y que presentaban sintomas de enfer
medad respiratoria aguda.

Cada espécimen se inoculd por duplicado en las cavidades amnid
tica y alantoidea de embriones de pollo de un periodo de desarroilo
de 9 a 10 dias con el objeto de aislar virus de Influenza. Los vi-
rus se detectaron por medio de la Eg;nica de Hemaglutinacibn, utili
zando eritrocitos de pollo y se identificaron por el método de Inhi
bicidén de 1a Hemaglutinacién con antisueros especificos de referen-

cia que contenian anticuerpos en contra de los subtipos virales cir
culantes en cada periodo (15).

I. Obtencidn de los especimenes:

Los especimenes se obtuvieron frotando la orofaringe con un hi
sopo estéril, el cual se colocd en un vial que contenia 1.5 m] de
caldo de tripticaseina y soya con 0.5% de gelatina, 800 microgramos
de estreptomicina/ml y 400 UI de penicilina/ml. Los especimenes se
transportaron al laboratorio de virologfa a 4°C (en hielo) y se ino
cularon de inmediato o se congelaron a -20°C hasta Su ensayo.

II. Aislamiento de los virus en huevos embrionados:

Se verificé la presencia y viabilidad del embridn en huevos fér
tiles de gallina de un periodo de incubacibén de 9 a 10 dias, utili-
zando un ovoscopio. Se marcd la camara de aire, se desinfectd con
tintura de yodo al 2% y en el centro del cascardn se hizo un orifi-
cio. Con aguja y jeringa estériles se inocularon por dupiicade 0.1
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ml de cada espécimen en las cavidades amniftica y alantoidea del em
brifn, respectivamente. Se sellé el orificio y los huevos se incu-
baron en posicién vertical a 34°C durante 72 horas y a 4°C por 14
horas.

Después del periodo de incubacifn se removieron asépticamente
el cascardn y 1a membrana coricalantoidea para recolectar con pipe-
ta estéril el 1iquido alantoideo y con aguja y jeringa estériles el
1iquido amnidtico, los cuales se mantuvieron a 4°C.

III. Deteccidn de los virus por el método de Hemaglutinacién:

Las virus de la Influenza se detectaron en los 1iquidos amnib-
tico y alantoideo recolectados, colocando 0.1 ml de cada uno en el
primer orificio de placas de microtitulacién en "U", usando como di
Tuyente una solucidn amortiguadora salina de fosfatos (PBS), pH 7.2
y haciendo diluciones seriadas al doble con dilutores de 0.05 ml.

A cada cavidad de la placa se le agregaron 0.05 ml de una suspensiin
de eritrocitos de pollo al 0.5% y se incubaron durante 45 a 60 minu
tos a temperatura ambiente.

Se prepararon controles positivos utilizando una cepa viral de
referencia y controles para 1os eritrocitos. La hemaglutinacién se
determind cuando los eritrocitos de las cavidades de control forma-
ron botones compactos. Se considerd una unidad hemaglutinante a la
mds alta dilucién de Tos virus que presentd hemaglutinacién.

Si 1a hemaglutinacién fue positiva se procedi6 a la identifica
cidn de los virus; si fue negativa se realizd un segundo pasaje en

embriones nuevos.

IV. Identificacidn de los virus por el método de Inhibicidn de
1a Hemaglutinacitn:

A) Retrotitulacion del antigeno:
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Se prepararon diluciones de trabajo de cada antigeno a probar,
que contenia 4 unidades hemaglutinantes por 0.025 ml-y se colocaron
0.1 ml de cada una en el primer orificio de placas de microtitula-
cidn en "U". Se colocaron 0.05 ml de PBS, pH 7.2 en las cavidades
de 1a B a la H y con dilutores de 0.05 m] se hicieron diluciones se .
riadas al doble de cada antigeno. A cada cavidad se le agregaron
0.05 m1 de una suspensidn de eritrocitos de pollo al 0.5% y las pla
cas se incubaron a temperatura ambiente durante 45 a 60 minutos.

Se prepararon controles positivos con diluciones de una cepa
viral de referencia que se ajustd a 4 unidades hemaglutinantes y
controles para los eritrocitos. Se Teyd la hemaglutinacién cuando
los eritrocitos de Tas cavidades de control formaron botones com-
pactos. :

Si la dilucién del antigeno era la adecuada se presentS hema-
glutinacidn en los primeros cuatro orificios de la hilera correspon
diente a cada antigeno en las placas de microtitulacién. En el ca-
so contrario se ajustdé la dilucidn del antigeno y se repitié la re-
trotitulacién.

B. Tratamiento de los antisueros de referencia para eliminar
los inhibidores inespecificos:

A 0.1 ml de cada antisuero de referencia se le agregaron 0.4 ml
de una solucidn de trabajo de enzima destructora de receptores (EDR)
que contenia 100 unidades por ml y se incubaron a 37°C durante 16
horas. Posteriormente se afiadieron 0.3 ml de una solucién de citra-
to de sodio al 2.5%, se incubd en bafio de agua a 56°C durante 30 mi-
nutos y se agregaron 0.2 ml de PBS, pH 7.2 (diTucién 1:10).

C. Inhibici6n de 1a Hemaglutinacidn:

Se colocaron 0.025 ml de PBS, pH 7.2 en las cavidades de 1a A a
la G de placas de microtitulaci6n en "V" y 0.025 m1 de cada antisue-
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ro de referencia tratado con EDR en la cavidad H, haciendo dilucio-
nes seriadas al doble con dilutores de 0.025 ml. Se agregaron 0.025
ml de las diluciones estandarizadas del antigeno que contenia 4 uni-
dades hemaglutinantes a cada cavidad y después de mezclar, las pla-
cas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Poste-.
riormente se agregaron 0.05 ml de una suspensién de eritrocitos de
pollo al 0.5% a cada cavidad, se mezcid, se sellaron las placas y se
incubaron a temperatura ambiente durante 45 a 60 minutos.

Se prepararon controles positivos utilizando los antisueros
A/Filipinas/2/82 (H3N2), A/Chile/1/83 (HIN1), B/URSS/100/83 y B/Hong
Kong/5/72 con las cepas virales homGlogas y controles para los eri-
trocitos.

Se determind la inhibici6n de la hemaglutinacidn cuando los e-
ritrocitos de las cavidades de control formaron botones compactos.
Se realizd la identificacidn de los virus aislados en base al titu-
1o obtenido; &ste se establecid como la mds alta dilucidn de los vi-
rus que inhibieron l1a aglutinacion de 1os eritrocitos de pollo.

-~



RESULTADOS

De 1os 311 especimenes faringeos procesados durante el periodo
de 1983-1984, se aisl6é una cepa viral correspondiente al tipo B/Hong
Kong/5/72; de los 215 del periodo 1984-1985 se recuperd el subtipo
A/Filipinas/2/82 (H3N2) y de los 336 del periodo 1985-1986, se obtu
vieron 13 aislamientos, 11 del tipo B/URSS/100/83 y 2 del subtipo
A/Filipinas/2/82 (H3N2). Estos datos se presentan en la Tabla No. 1.

En 1a Tabla Nb. 2 se muestran los aislamientos de los agentes
que presentaron actividad hemaglutinante y que no fueron identifica
€9s, en relacifn al nimero de pasaje en embriones de pollo en &l -~
cual los resultados de la hemaglutinacién fueron positivos.

La identificacidn de los virus por medio de la técnica de Inhi-
bicidn de 1a Hemaglutinacién (IHA), se 1levd a cabo determinando los
titulos de los virus aislados con los antisueros de referencia y
compardndolos con los titulos de los virus controles con sus respec-
tivos antisueros. En la Tabla No. 3 se muestran los titulos obteni-
dos en la inhibicidn de 1a hemaglutinacidn de cada uno de los virus
aislados. ' -

La identificacion de la cepa viral A/Filipinas/2/82 (H3N2) ais
lada durante el periodo 1983-1984 fue corroborada en el Laboratorio
del Centro de Investigacion de Influenza de Baylor College of Medi-
cine en Houston, Tx., utilizando antisueros de hurdn y anticuerpos
monoclonales. En la Tabla No. 4 se presentan los datos de la IHA.

En las Tablas Nos. 5 ¥ 6 se presentan respectivamente las dis-
tribuciones de los aislamientos virales y de 1os agentes hemagluti-
nantes aislados, en relacidn a 1a fecha de recoleccidn de los espe-
cimenes clinicos. Se puede observar que durante el perjodo de 1985-
1986, se recuperaron tanto el subtipo A/Filipinas/2/82 (H3N2) que ha
bfa circulado en el inviernd anterior como el tipo B/URSS/100/83 du-
rante los meses de enero a marzo.
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TABLA NO. 1

AISLAMIENTOS Y SUBTIPOS DE VIRUS DE LA
INFLUENZA EN RELACION A L0S ESPECIMENES
EXAMINADOS

PERIODD NUMERO DE ES | NUMERO DE AIS | gupripg vIRAL
PECIMENES LAMIENTOS
1983-1984 311 1 B/Hong Kong/5/72
1984-1985 215 1 A/Filipinas/2/82
(H3N2)

2 A/Filipinas/2/82
1985-1986 " 336 (H3N2)

11 B/URSS/100/83
TOTALES 862 15




TABLA NO. 2

AISLAMIENTOS DE AGENTES CON ACTIVIDAD
HEMAGLUTINANTE NO IDENTIFICADOS

NUMERO DE PASAJE

PERIODO TOTALES
1 ) 3
1983-1984 6 2 1 9
1984-1985 7 2 0 9
TOTALES 13 4 1 18
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TABLA NO. &

DISTRIBUCION DE LOS AISLAMIENTOS VIRALES EN RELACION A
LA FECHA DE OBTENCION DE LOS ESPECIMENES CLINICOS

PERIODO FECHA DE NO. DE AlS SUBTIPO VIRAL
OBTENCION LAMIENTOS
1983-1984 Febrero 13 1 B/Hong Kong/5/72
1984-1985 Enero 24 1 A/Filipinas/2/82
(H3N2)
1985-1986 Enero 9 1 A/Filipinas/2/82
(H3N2)
1 A/Filipinas/2/82
Enero 15 1 B/URSS/100/83
Febrero 6 1 B/URSS/100/83
Febrero 7 2 B/URSS/100/83
Febrero 10 1 B/URSS/100/83
Marzo 7 6 B/URSS/100/83
TOTAL 15




TABLA NO. 6

DISTRIBUCION DE LOS AISLAMIENTOS DE AGENTES
CON ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE EN RELACION A
LA FECHA DE OBTENCION DE LOS ESPECIMENES CLI
NICOS

PERIODO FECHA DE OBTENCION NO. DE
AISLAMIENTOS
1983-1984 Enero 15 - 31 1
Febrero 1° - 15 2
Febrero 16 - 29 6
1984-1985 Febrero 1° - 15 5
Febrero 16 - 28 1
Marzo 15 - 31 3
TOTAL 18
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La relacidn entre el nimero de especimenes recolectados y la
frecuencia de enfermedades respiratorias altas agudas (ERAA) noti-
ficadas por periodo en el municipio de Monterrey se puede observar
en las Tablas Nos. 7, 8 y 9; las frecuencias de ERAA por periodo,
asi como la tendencia que siguen Tos datos calculada por el método
del promedio mévil se puede apreciar en las Graficas Nos. 1,2y 3
y en la Grdficas Nos. 4, 5, 6 y 7 se muestra el nimero de casos de
Influenza reportados por semana para cada uno de los periodos estu

diados; l1a tendencia de estos datos se calculé por el método ante-
rior (46).



TABLA NO. 7

DISTRIBUCION DE LOS ESPECIMENES RECOLECTADOS

RESPECTO A LA FECHA DE OBTENCION Y EN RELA-

CION AL NUMERO DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
AGUDAS ALTAS

NO. DE ES | AISLAMIEN-

PERIODQ |FECHA DE OBTENCION PECIMENES | TOS VIRALES ERAA
1983-1984 | Enero 16-31 102 ) 0 19 180
Febrero 1°-15 109 1 24 033
Febrero 16-29 77 0 30 411
Marze 1°-15 20 0 43 &7
Marzo 16-31 3 0 17 869
TOTALES 311 1 135 150




TABLA NO. 8

DISTRIBUCION DE LOS ESPECIMENES RECOLECTADOS RESPECTO
A LA FECHA DE OBTENCION Y EN RELACION AL NUMERQ DE EN
FERMEDADES RESPIRATORIAS AGUDAS ALTAS

NO. DE ES- | AISLAMIEN-

PERIODO FECHA DE OBTENCION PECIMENES [10S VIRALES| ERAA
1984 Noviembre 15-30 18 0 33 012
Diciembre 1°-15 21 ' 0 ND*

Diciembre 16-31 2 0 ND
1985 Enero 1°-15 0 0 18 903
Enero 16-31 47 1 30 740
Febrero 1°-15 64 0 26 605
Febrero  16-28 41 0 40 730
Marzo 1°-15 22 0 43 618
TOTALES 215 1 193 608

*ND = Datos no disponibles




TABLA NO. 9

DISTRIBUCION DE LOS ESPECIMENES RECOLECTADOS RESPECTO
A LA FECHA DE OBTENCION Y EN RELACION AL NUMERO DE EN
FERMEDADES RESPIRATORIAS AGUDAS ALTAS

PERIODO {FECHA DE OBTENCION| NO. DE ES [AISLAMIEN- ERAA
PECIMENES |TOS VIRALES
1986 Enero 1°-15 10 3 27 907
Enero 16-31 109 0 32 444
Febrero 1°-15 47 4 36 699
Febrero 16-28 b1 0 39 633
Marzo 1°-15 89 6 ‘ . 38 696
Marzo 16-31 12 0 24 065
Abril 1°-15 8 0 22 750
TOTALES 336 13 222 194
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La alta frecuencia de enfermedades respiratorias aqudas altas
que se notifica en el municipio de Monterrey y que solamente se diag
nostican en base clinica, determinaron 1a necesidad de efectuar el
afslamiento y la identificacidén de Tos virus de la Influenza que cir
cularon durante los periodos invernales de 1983 a 1986 (46).

En base a 1o anterior, se seleccionaron especimenes faringeos
en lugar de lavados nasales por la facilidad de obtencién y se reco-
lectaron durante los meses de enero a abril por ser el periodo que
coincide con 1a mayor frecuencia de aislamientos de los virus de la
Influenza. Sin embargo, se debe mencionar que hay que considerar va
rios factores para que se pueda efectuar la recuperacidon de 105 vi-
rus. Uno de &stos es la etapa de 1a enfermedad en la cual se obtie-
nen los especimenes c¢linicos, ya que una vez desaparecidos los sinto
mas de la fase aguda disminuye considerablemente la probabilidad de
aislamiento., Ademas se deben estudiar solamente aquellos pacientes
que presenten fiebre y enfermedad respiratoria, ya que es uno de los
sintomas caracteristicos de 1a Influenza (13, 40).

De acuerdo a2 1o reportado en 1a literatura, se sabe que 1a Gp-
tima deteccidn de los virus de 1a Influenza tipos A y B se 1leva a
cabo utilizando cultivos primarios de tejidos de riiién de perro de
la Tinea celular continua MDCK y que los huevos embrionados de ga-
1lina son una alternativa solamente para los virus tipo A. Los 862
especimenes faringeos se inocularon por duplicado en embriones de
pollo debido a 1a falta de disponibilidad de cultivos celulares, de
tal forma que se esperaba aislar inicamente los virus de este tipo.
Sin embargo, al analizar los resultados se puede observar que el ma-
yor ndmero de aislamientos correspondid al tipo B/URSS/100/83 duran-
te el periodo de 1985-1986, probablemente porque fue una de las ce-
pas que circuld con mayor frecuencia durante este periodo invernal
y debido a que los huevos embrionados pudieron actuar como huéspedes
sensibles para la replicacidn viral (17, 36).

27
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Por otra parte, uno de los factores que quizd influy6 en el ba
Jjo nimero de aislamientos obtenidos fue el contar soiamente con hue
vos embrijonados como sistema para la replicacidén viral ya que ade-
mas de la menor sensibilidad en relacidn a las c8lulas MDCK, proba-
blemente las cepas virales presentaron una falta de adaptacién a
los embriones utjlizados.

En relacidn al transporte de los especimenes clinicos se debe
enfatizar que es indispensable la refrigeracidn rdpida ya que los
~ virus son myy sensibles a los cambios de temperatura y se pierden
con facilidad. Por otro lado, durante el tiempo que transcurre en-
tre la obtencifn y el procesamiento de los especimenes, éstos se de
ben conservar a -70°C para evitar en gran medida la pérdida de la in
fectividad de los virus, ya que se sabe que es minima a esta tempe-
ratura o a 4°C cuando el tiempo entre ambos eventos es de 5 dias.
En nuestro caso, la mayoria de 1os especimenes se conservaron a
-20°C, 10 cual se reflejé en el bajo nimero de aislamientos obteni-
do. Ademds se comprobf que almacenando los especimenes a 4°C y pro-
cesdndolos dentro de 5 dias se pueden recuperar los virus con facili
dad ya que la mayoria de los aislamientos se lograron bajo estas con
diciones (15).

Ademds, para incrementar la frecuencia de aislamientos se reco-
mienda que los antibiéticos utilizados se renueven semanalmente y se
incluya un antimicdtico para disminuir los microorganismos contami-
nantes. En este caso solamente se utilizaron penicilina y estrepto-
micina, debido a esto se incrementdé el nimero de especimenes conta-
minados y probablemente este factor influy6 en obtener una baja pro-
porcifn de aislamientos virales (15).

La deteccib6n e identificacidén de agentes virales directamente
en los especimenes clinicos ha surgido como un método alternativo
para el diagnfstico de las enfermedades de etiologfa viral. Sin em-
bargo, como se menciond anteriormente, la eficiencia reportada para
el caso de los virus de 1a Influenza tipo A mediante ensayos inmuno-
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enzimiticos es de 53%, por lo tanto, mientras no se incremente la
sensibilidad, el aislamiento de 10§ virus continuard siendo el mé-
todo de eleccidn para establecer el diagnéstico especifico de 1a In
fluenza (22).

Los aislamientos obtenidos en Houston, Tx. durante el afo epi-
démico de 1983-1984 correspondieron a los subtipos A (H3N2) en una
proporcidn del 1.2%, al A (HIN1) en un 50.9% y en un 47.9% al tipo
B. Durante el periodo de 1984-1985 se aislaron 98.5% del subtipo
A (H3N2), 0.7% del A (HIN1) y 0.8% del tipo B y durante el invierno
de 1985-1986 los brotes se debieron al subtipo A (H3N2) y al tipo B.
Esta distribucién concuerda con nuestros resultados ya que como se
puede observar en la Tabla No. 1, durante el periodo de 1883-1984
se aisld el tipo B, en el de 1984-1985 el subtipo A (H3N2) y duran-
te el de 1985-1986, se obtuvieron 2 aislamientos del subtipo A (H3N2)
y 11 del tipo B (13, 37).

Debido a que hay factores que conducen a la variacidn de los
resultados en Ta Inhibicidn de la Hemaglutinacidn, como son la dife-
rente sensibilidad de los eritrocitos utiTizados y Ta avidez de los
virus por los anticuerpos, se requiere un control de calidad muy es-
tricto, que incluye el utilizar controles positivos y negativos, por
medio de los cuales se pueda apreciar cualquier interferencia ya sea
debida a los reactivos o al equipo utilizado. Por otro lado, tanto
la técnica de Hemaglutinacidn como de Inhibicidn de 1a Hemaglutina-
cidn son ficiles de realizar e interpretar, sensibles y reproduci-
bles y se pueden adaptar a cualquier laboratorio de diagndstico (15).

En general se reporta que la eficiencia de aislamientos virales
durante el periodo invernal a partir de personas con sintomas de en-
fermedad respiratoria aguda es de aproximadamente 30%, pero se debe
tomar en cuenta que ademds de los virus de la Influenza, existen o-
tros patdgenos involucrados en este tipo de enfermedad, como los vi-
rus de la Parainfluenza y Virus Sincitial Respiratorio, entre otros,
que también circulan durante el invierno (13).
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Respecto al niimero de especimenes analizados se puede mencio-
nar que no constituye una muestra representativa de la poblacién a-
fectada con enfermedad respiratoria aguda, de tal manera que se re-
comienda incrementar el nimero de pacientes estudiados y efectuar
un muestreo aleatorio de los mismos para determinar la morbilidad
de 1a Influenza.

Tomando en cuenta 1os resultados obtenidos, es importante re-
saltar que este tipo de estudio se puede 1levar a cabo en las condi-
ciones operativas de nuestro medio, sin embargo se debe enfatizar
que la recoleccidn y condiciones de almacenamiento de los especime-
nes clinicos, asi como la fidelidad de los métodos y el estableci-
miento de un sistema de control de calidad, son los factores indis-
pensables para abtener resultados confiables.

Debido a que en nuestro medio se presentan epidemias anuales de
Influenza, a la alta frecuencia y variabilidad en el patrdn de las
enfermedades respiratorias agudas, es esencial continuar con la vi-
gilancia epidemiolégica para identificar Tos tipos virales que cir-
culan en cada periodo invernal y determinar su comportamiento en 1la
poblacidn con el propésito de contribuir con las instituciones de
salud en aplicar las medidas de control necesarias para el beneficio
de la comunidad.



RESUMEN

Se recolectaron 862 especimenes faringeos de personas que pre-
sentaron sintomas de enfermedad respiratoria aguda con el objeto de
aislar e identificar los virus de 1a Influenza. Los especimenes se
inocularon en embriones de pollo de un periodo de desarrollo de 9 a
10 dias y los virus se detectaron e jdentificaron por medio de los

métodos de la Hemaglutinacibn e Inhibicién de 1a Hemaglutinaci6n,
respectivamente.

Se obtuvieron un total de 15 aislamientos, una cepa viral co-
rrespondiente al tipo B/Hong Kong/5/72 durante el perfodo de 1983-
1984; el subtipo A/Filipinas/2/82 (H3N2) en el periodo 1984-1985;
11 del tipo B/URSS/100/83 y 2 del subtipo A/Filipinas/2/82 (H3N2)
durante 1985-1986. '
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