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I N T R O D U e e I O N 

La InfJ.x:.enzs., comU1l'!Jlente conocida como "Gripe", es una 

de las enfermedades infecciosas de vías respiratorias más 

importante debido a la severidad y alta prevalencia con 

qu e se presenta ( 6, 15). 

En 1892, Pfeiffer aisl6 el bacilo Haemophilus influenzae 

al que consider6 como el agente etiol6gico de la enferme

dad pero en 1933, Smi th, Andrews y Laidlaw reportaron en 

Inglaterra, la presencia de un virus filtrable en secre

ciones nasofaríngeas obtenidas de pacientes sintomáticos, 

notando que los hurones y huevos embrionados eran susceE 

tibles a estos virus. ~~os más adelante, reportes de 

aislamientos similares en varias partes del mundo esta

blecieron a este virus como el agente etiológico de la 

Influenza, al cual se design6 como tipo A. El segundo 

tipo serol6gico, el tipo B fue descrito en 1940 y el ter-
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cero, tipo C en 1949 ( 7, 12, 14, 26, 27). 

Estos tres tipos de virus de la Influenza constituyen la 

familia Orthomyxoviridae, cuyo nombre describe su afini

dad por las mucinas, en especial las de gl6bulos rojos. 

Los viriones consisten en partículas pleom6rficas esféri

cas o filamentosas de 80 a 120 nm y se sabe que la forma 

depende de factores genéticos pero pue de influir también 

el estado de la membrana de la célula huésped. El geno

roa está constituido por ocho segmentos diferentes de RNA 

de polaridad negativa, de t ira única, con un peso molecu

lar de 2-6 X 106a. Cada uno de estos segmentos codifica 

por lo menos una proteína viral distinta: P1 , P 2 , P
3

, Nu

cleoproteína, Hemaglutinina, Neura~inidasa, Proteína M, 

y proteína NS. La nucleocápside, de simetría helicoidal 

y la proteína M, se encuentran rodeadas por una envoltu

ra que conti ene de un 20 a un 40 % de lípidos, la cual 

proviene de la membrana de la célula huésped. Sobre es

ta envoltura emergen unas estructuras llamadas espículas 

en un número de 700 a 900 dispuestas regularmente, cuya 

medida es de 80 a 100 ~ ( 7, 15, 36). 

Estas espículas son de dos tipos, y se diferencian tanto 

por su morfología corniD por sus funciones: La Hemaglutini

na ( HA ) y la Neuraminidasa ( NA ) cuya proporci6n es de 

5:1 respectivamente. La hemaglutinina tiene aspecto de 

bastoncillo, esta estructura confiere al virus poder hema 

glutinante, ya que por acci6n de ésta se adsorbe a recep

tores presentes en la superficie de eri trocitos de algu

nos mamíferos y aves . La hemaglutinina está formada por 

subunidades; dos de HA1 y dos de HA2 , unidas por puentes 

disulfuro, de las cuales una es variable y la otra esta-
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ble. Este antígeno completo estimula la formaci6n de an

ticuerpos que inhiben la hemaglutinaci6n, pero sobre todo 

neutralizan el poder infeccioso. La neuraminidasa, tiene 

forma de hongo y posee actividad enzimática, actuando so

bre los receptores situados . en las c~lulas susceptibles y 

mediante la separaci6n de ácido N- acetil- neurarnínico ca 

pacita al virus para su liberaci6n de la superficie de la 

c~lula. Por lo tanto los eritrocitos tratados con neura

minidasa del virus de la Influenza o con enzima destructo 

ra de receptores ( RDE ) de Vibrio cholerae nq son agluti 

nables por virus hom6logos; este antígeno tambi~n estimu

la la producci6n de anticuerpos ( 3, 7, 12, 14, 15, 16, 

36 ). 

Los virus son susceptibles a los solventes lípidos y al 

calor el cual . inactiva primero la infectividad, posterioE 

mente a la neuraminidasa y por Último a la hemaglutinina 

(15). 

En base a la composici6n de la ribonucleoproteína, los vi 

rus se clasificsn en _tres tipos inmunol6gicos distintos, 

el A, By C; los cuales no tienen relaci6n antigénica en

tre sí y por lo mismo no se produce respuesta inmune cru

zada. El tipo A existe tanto para los animales como pa-, 
ra el ser h~mano, causandoles enfermedad y se dividen en 

subtipos en base a la composici6n de su hemaglutinina y 

neuraminidasa. Los tipos B y C no presentan subtipos ( 7) • 

Todas las pandemias de Influenza se han debido al tipo A 

y en cada una de ellas el virus resnonsable ha sufrido 

una variaci6n antigénica mayor; es decir la composición 

química de los antígenos de la hemaglutinina yjo neurarni

nidasa ha cambiado produciendo un nuevo subtipo, para el 
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cual no existen personas inmunes. La más importante de 

las pandemias ocurri6 en 1918-1919 ya que hubo más de 20 

millones de personas muertas debido a neumonía por Influen 

za del subtipo porcino ( HSW N1 ) y a complicaciones bacte 

rianas secundarias. Un rasgo característico de esta pande 

mia es que la mayoría de personas afectadas fueron adultos 

j6venes entre 20 y 40 años de edad que por lo general son 

más resistentes que los niños y ancianos. En 1946-1947 
apareci6 un nuevo subtipo ( ~ N1 ) ; en 1957 el ( H2N2 ), 

responsable de otra pandemia no tan importante como la an 

terior; y en 1968 surgió un tercer subtipo ( H3N2 ). Ade

más se han reportado reapariciones de Influenza porcina 

en 1976 y virus ( H1N1 ) en 1977r ( 7, 11). 

Una posible explicación de estos cambios antigénicos es 

que debido a la forma del genoma viral, este grupo exhibe 

gran frecuencia de recombinaci6n y reactivación múltiple, 

por lo que se ha considerado que el virus puede alojarse 

en algunos a._Tlimales como el cerdo, sin caus2.rle enferme

dad y que en ellos ocurre recombinaci6~, resultando nue

vas cepas c .on características de los dos predecesores. 

Se ha observado que cada cepa presenta un antígeno mayor 

y varios antígenos menores, los cuales a su vez pueden 

constituir el antígeno mayor de otra cepa, por lo que al 

sufrir una infección por el virus de la Influenza se ad

quiere resistencia solo al virus especifico u otros estre 

chamente relacionados; en algunas ocasiones puede presen

tarse reinfecci6n , como los casos registrados tanto de 

cepas del subtipo A ( H1 N1 ) como del subtipo A ( H3N2 ), 

en donde ~sta es muy ligera o pasa inadvertida 

26' 30' 36). 

( 3' 16' 

Además, los virus pueden presentar variaciones antigénicas 
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menores ya sea en la hemaglutinina yjo en la neuraminida 

sa como consecuencia de mutaciones de punto, originando 

variedades que son las responsables de las epidemias anua 

les. Anteriormente la periodicidad marcada de epidemias 

de Influenza tipo A cada 2 a 3 años, era un rasgo epide

miolÓgico característico, sin embargo actualmente se pre

sentan epidemias cada año durante el período invernal. 

En un estudio de control efectuado entre 1974 y 1985, se 

detectó que en estas epidemias anuales pueden circular si 

multáneamente los tipos A y By los subtipos más recien

tes ( HrN1 ) y ( H
3

N2), pero siempre hay uno que es predo

minante ( 4). 

La infección se adquiere por inhalación de aerosoles in

fectivos que provienen de personas enfermas o de portadO

res asintomáticos, los cuales se emiten al toser o estor

nudar. Al entrar a las vías respira t orias, la neuramini

dasa del virus disminuye la viscosidad de la capa de moco, 

dejando al descubierto el epitelio ciliada y a la vez fa

cilita la diseminación del líquido mucoso que contiene al 

virus. Esta secreción mucosa puede contener anticuerpos 

principalmente de la clase Ig A y algunas glucoproteínas 

inhibidoras. Si el virus logra superar esta barrera, se 

extiende en las membranas mucosas en donde se adsoTbe a 

las células ciliadas de la tráquea ( 12, 16, 26, 31, 36). 

La multiplicación se lleva a cabo mediante la penetración 

del virus a · la célula huésped por acción de la hemagluti

nina sobre los receptores específicos de la superficie ce 

lular, la envoltura de lípidos se fusiona con la membrana 

citoplasmática y se libera la nucleocápside de la cual se 

sintetiza el RNA en el núcleo con intervención de las RNA 

-polimerasas ( P1 , P 2 , P
3 

). La hemaglutinina y la neu-· 
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raminidasa se sintetizan en el citoplasma y se incorporan 

al igual que la proteína M en la membrana citoplasmática 

de la célula infectada, liberándose el virus por gemación 

mediante la actividad de la .neuraminidasa ( 7, 22). 

La severidad del daño celular del epitelio está relaciona 

da con la resistencia del huésped, por lo tanto los más 

susceptibles son aquellos que no han pres entado infecciO

nes anteriores con virus homólogos o estrechamente rela

cionados y su r e spuesta inmune local es baja. En niñ os 

recién nacidos la presencia de an~lcuerpos se debe a la 

transferencia p a siva de la madre durante la gestación y 

éstos duran solo el primer año de vida y luego d e sapare

cen .( 8, 25, 26 ). 

Entre los síntomas más característicos de la enferme dad 

se encuentra dolor de cabeza, mialg ias generalizadas, 

conjuntivitis, tos, catarro y fiebre que puede durar h a S

ta 3 días, ésta Última se debe a pirógenos endóg enos libe 

rados de los fagocitos al interactuar con el virus duran

te la respuesta inmune. Por lo g ene ral, la enfermedad du 

ra de 5 a 7 días, p ero pueden ocurrir enfermedades leves 

y abortivas ( 12, 29, 31 ) • 

En raras ocasiones puede presentarse también n eumonía vi

ral primaria la cual puede ser fatal en uno a dos días, 

debido a la necrosis del epitelio alve o ar, bronquiolar y 

de la trá4uea; en tanto que las complicaciones por neuma

nía bacteriana secundaria son más frecuentes y pueden oca 

sionar bronquitis, traqueobronquitis o crup. En pande

mías anteriores se observ6 que las complicaciones bacte

rianas ocurridas se debieron en un 60 % a Sta~hylococcus 

aureus y en un lO % a estreptococos b e ta-hemolíticos y a 
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Haemonhilus influenzae • Las personas de más alto riesgo 

son aquellas que presentan enfermedades crónicas ya sea 

cardíacas, respiratorias, con diabetes y además las muje

res embarazadas. En personas normaies la suscep·tibilidad 

es mayor en aquellas que se encuentran en edad escolar y 

en ancianos; por lo general ·los adultos jóvenes de 20 a 

40 ~ños son los menos susceptibles ( 2, 4, 13, 26, 31). 

El diagnóstico de la enfermedad se establece por el aisla 

miento y la identificación de los virus de la Influenza, 

a partir de especímenes clínicos que consisten de exudado 

faríngeo o lavado nasal obtenidos durante los tres prime

ros días después de aparecer los síntomas e incluso de es 

puto y tejido pulmonar en caso de neumonía. ( 18, 35). 

Por ser parásitos intracelulares, el método de aislamien

to más utilizado es la inoculación de huevos embrionados 

de gallina de 9 a 10 días de desarrollo, por vía amnióti

ca y alantoidea; los cuales son muy útiles para la pro

ducción de grandes cantidades de virus. La presencia del 

virus se comprueba por la técnica de Hemaglutinación con 

eritrocitos de pollo. La identificación posterior del 

tipo y sub~ipo se hace utilizando una serie de anticuer

pos estandarizados en contra de la heoaglutinina, por me

dio de la técnica de Inhibición de la Hemaglutinaci6n ( I 

H A ) , ya que al formarse el e om~:Jl e jo virus- anticuerpo, 

se neutraliza la capacidad he rn a glutinante del virus. El 

diagnóstico se considera negativo si en un segundo pasaje 

no ocurre la hemaglutinaci6n en la prueba; aunque se han 

re p ortado casos exp erimentales en que se ha recuperado el 

virus hasta el tercero o cuarto pasaje ( 2, 3, 14, 32,35). 

Otros medios utilizados p a ra el aislamiento del virus son 
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los cultivos de tejidos y c~lulas, principalmente las lí

neas de riñ6n de mono rhesus ( RMK ) y de riñ6n de perro 

:Madin - Darby ( MDCK ) , en las cuales puede presentarse un 

ligero efecto citopático no carac terístico y la presencia 

del virus se detecta por la t~cnica de Hemadsorci6n y la 

identificaci6n por Inhibici6n de la Hemaglutinaci6n o por 

Inhibici6n de la Hemadsorci6n ( 6, 7, 8, 14, 15, 18, 20, 

26 ). 

Por otra parte, l as t~cnic as de radioinmuno-ensayo ( RIA) 

y ensaye-inmuno-enzimático ( EIA ), se sugieren como prue 

bas rápidas de diagn6stico viral en laboratorios de refe

rencia por su alto grado de sensibilidad ( 28 ). 

También puede demostrarse una infecci6n reciente por pru~ 

bas serol6gicas empleando dos muestras de suero, una de 

la etapa aguda de la enfermedad y otra obtenida 10 a 15 

días despu~s, en la etapa de convalescencia. Un aumento 

en el titulo de anticuerpos al cuádruple indica una res 

puesta positiva. Las pruebas más utili zadas para este 

fin en orden decreciente de sensibilidad en base a un es

tudio comparativo son: ELISA, Neutralizaci6n, Fijaci6n del 

complemento y la Inhibici6n de la Hemaglutinación ( 7, 14 
16, 26' 33) • . 

Con el fin de prevenir futuras pandemias , algunos centros 

de estudios como el Centro Mundial de Influenza establecí 

do en Londres por la Organización Mundial de la Salud, se 

han avocado a la producción de nuevas vacunas. Estas se 

producen en fluidos amniótico y alantoideo de huevos em

brionados y cada ~~o se seleccionan para prepararla las 

cepas más recientes del tipo A y B. . Estas vacunas se re

comiendan principalmente para personas de alto riesgo. 
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La vacuna de virus inacti vados se administra por vía in

tramuscular y contiene subunidades purificadas del virus 

y se refuerza cada año. Esta logra un aumento en los an

ticuerpos s~ricos de la clase Ig G principalmente y en m~ 

nor grado de los Ig A nasales. La vacuna de virus atenua 

dos, ya sea por cepas adaptadas a bajas temperaturas o por 

serie de pasajes en huevos embrionados, se administran 

intranasalmente, produciendo mayor respuesta local de an

ticuerpos Ig A nasales y en me n or grado Ig G s~ricos, 

dando así una reacci6n muy similar a la infección natural 

por lo que su efecto es más duradero y tiene mayor acepta 

ción. Por otra parte, tambi~n se ha demostrado inmunidad 

mediada por c~lulas { CMI ) en ratones y en voluntarios 

vacunados, ya que se producen c~lulas citotóxicas que des 

truyen a las c~lulas infectadas ( 9, 10, 17, 21, 22, 24, 

26, 37, 38). 

La quimioterapia antigripal es de car~cter sintomático, 

aunque existen algunos anti virales que se emplean princi~ 

palmente para prevenir la enfermedad. Entre éstos se en

cuentra el hidrocloruro de amantadina, cuyo mecanismo de 

acción consiste en evitar la penetraci6n del virus tipo A, 

a las c~lulas epiteliales. La desventaja de la amantadi

na es que puede producir algunos efectos colaterales como 

insomnio, dolor de cabe za y ansie dad ( l, 3, 9, 16, 32,34). 

Otra medida de control que se debe con~iderar en c asos de 

epidemia es evitar viajes y exiJ Osiciones en lug ares muy 

concurridos y cerrados, ya que debido a la facilidad de 

la transmisión del virus puede ocurrir una rápida disper

si6n ( 4, 31 ). 

- 9 -



En la ciudad de Monterrey, actualmente se notifican aprO

ximadamente 500,000 casos anuales de enfermedades respira 

torias agudas, de las cuales no se investiga el agente e

tiológico, debido a que la mayor parte de este tipo de en 

fermedades son causadas por · agentes virales para cuyo 

diagn6stico se requiere de Una tecnologÍa especial, por 

lo que la investigación sobre estos virus se efectúa sola 

mente en los laboratorios de referencia ( 6, 14 ). 

En base a lo anterior, el objetivo del presente trabajo 

es aislar e identificar los virus de la Influenza de per

sonas que presenten síntomas característicos, con el fin 

de contribuir en esta forma al diagnóstico etiológico y a 

la vigilancia epidemiológica de la enfermedad durante el 

período invernal de Enero a Abril de 1987. 
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MATERIALES y M E T O D O S 

Se ex~inaron un total de 195 especímenes faríngeos reco

lectados de personas de la ciudad de Monterrey que presen 

taban síntomas de enfermedad respiratoria aguda durante 

el período invernal de Enero a Abril de 1987, con el obj~ 

to de aislar e identificar los virus de la Iníluenza. Los 

especímenes se procesaron en el laboratorio de Microbiol~ 

gía de la Divisi6n de Ciencias Naturales y Exactas de la 

Universidad de :Monterrey. 

Los exudados faríngeos se obtuvieron con hisopos estéri

les, los cuales se colocaron en un medio de transporte 
o con antibi6ticos ( R-l ) y se almacenaron a 4 C por no 

más de una semana. 

Para el aislamiento del virus, se inocularon embriones de 

pollo de un periodo de desarrollo de 9 a lO días por vía 
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amni6tica y alantoidea. La presencia del virus se detec

t6 con la t~cnica de Hemaglutinaci6n con eritrocitos de 

pollo al 0.5 %y la identificaci6n pos terior se realiz6 _ 

mediante la t~cnica de Inhibici6n de la Hemaglutinaci6n. 

Se consid er6 una muestra ne gativa si en un segundo pasaje 

en huevo embrionado la prueba de Hernaglutinaci6n result6 

negativa" ( 6, 14, 35 ). 

I. PREP ARACION DEL INOCULO. 

l. Con jeringa estéril de 1.0 ml y aguja de 21 X 32 mez 

clar el caldo que contiene el esp~cimen, succionando 

y expulsando el material varias veces para homogeni

zar la suspensi6n. 

2. Tomar un in6culo de 0. 2 ml para cada embri6n que se 

vaya a inocular. 

II. AISLMJIENTO DEL VIRUS EN EMBRION DE POLLO. 

l. Examinar la viabilidad del embrión utilizando un ovos 

copio, ~sta se caracteriza por movimiento espontáneo 

y por la sombra de vasos sanguíneos corioalantoideos. 

2. Marc·ar_ el límite de la cámara de aire. 

3. Realizar una asepsia del cascarón sobre la cámara de 

aire con tintura de iodo y dejar ac tuar durante l min. 

4·. Hacer un orificio en el cascarón, s obre el centro de· la 
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cámara de aire con un perforador de penetraci6n aju~ 

tada. 

5. Insertar la jeringa que contiene el in6culo en el ori 

ficio _y dirigir en direcci6n del ojo del embri6n, man 

t eniendo el huevo transiluminado con el ovoscopio. 

6. Penetrar la cavidad arnni6tica e inocular 0.1 ml. del 

espécimen. 

7. Remover la jeringa una distancia de 0.5 a 1.0 cm e i

nocular 0.1 ml del espécimen en la cavidad alantoidea. 

8. Sellar el orificio con parafina líquida o un adhesivo. 

9. Incubar los huevos a 34°C con 40 - 70 % de humedad 

durante 72 horas. 

10. Refriee rar a 4 °C durante una noche para dar muerte al 

embri6n y minimizar el sangrado durante la cosecha de 

los líquidos. 

11. Para cosechar los líquidos hacer una asepsia en el 

cascar6n sobre la cámara de aire con alcohol etílico 

al 70 %, remover el cascarón y la membrana corioalan 

toidea con pinzas estériles. 

12. Colectar el líquido alantoideo con una pipeta estéril 

de 5 ml ( rendimiento de 5 a 15 ml ); colocarlo en un 

tubo estéril y rotularlo adecuadamente. 

13. Colectar el líquido amniótico con jeringa estéril de 

5 ml y aguja de 21 X 32 en u~ tubo estéril y rotular-
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lo adecuadamente. 

14. Mantener los líquidos a 4°C. 

III. DETECCION DEL VIRUS POR LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION. 

l. Marcar dos hileras de una placa de microtitulaci6n en 

"U " para cada antígeno, dos para cada uno de los 

virus utilizados como controles positivos y cuatro o

rificios para el control de eritroci t os de pollo. 

2. Agregar 0.05 ml de PBS pH 7.2 ( R-3 ), a los orificiOs 

para el control de eritrocitos y a los orificios del 

1 al 1 2 de la hilera B hasta la H. 

3. Agregar 0.1 ml de antígeno al :primer orificio ( hi

lera A ) de cada una de las columnas de la placa. 

4. Hacer diluciones seriadas usando dilutores de 0.0 5 
ml. 

5. Agregar 0.05 ml de la suspensi6n de eritrocitos de 

pollo al 0.5 ~ ( R-4 ), a cada uno de los orificios. 

6. Mezclar e incubar a temperatura ambiente por 45 a 60 

minutos. 

7. Leer la hemaglutinaci6n cuando los eritrocitos de po 

llo en los orificios de control hayan formado boto -

nes compactos. 

- 14 -
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B. Despu~s de leer los puntos finales, inclinar la placa 

de tal manera que las células no aglutinadas rueden 

y hagan un modelo en forma de lágrima. 

9. Los especímenes negativos deben ser pasarlos en huevos 

embriona dos una vez más. Los especímenes con título 

muy bajo deben ser p asados en huevos nuevos para in

crementar el título. 

NOTA.: Una unidad hemaglutinante es la mínima cantidad ( ma 

yor diluci6n ) de la suspensi6n del virus que produ

ce h emaglutinaci6n completa. 

IV. IDENTIFICACION DEL VIRUS POR LA TECNICA DE INHIBICION 

DE LA HEMAGLDTINACION. 

A} Retroti tulaci6n del antígeno. 

l. Preparar diluciones de trabajo de c ada antíg eno que 

conteng an 4 unidades hemaglutinantes por 0.025 ml. 

2. En una placa de microti tulaci6n en H U ", marcar dos 

hileras para cada antíg eno y cuatro para el control 

de eritrocitos de pollo. 

3. Agregar 0.05 ml de PBS, pH 7.2 ( R-3 ), a los orifi

cios de las hileras de la B a la H y a los orificios 

de los controles. 

4. Agregar 0.1 ml del antíg eno al primer orificio de ca 

da columna de la placa ( hilera A ). 

- 15-



5. Hacer diluciones seriadas de los orificios del A al 

H, usando dilutores de 0.05 ml. 

6. Agregar 0.05 ml de la suspensi6n de eritrocitos de 

pollo al 0.5% ( R-4 )~ a cada uno de los orificios. 

7. Mezclar e incubar a temperatura ambiente por 45 a 60 

minutos. 

8. Leer la hemaglutinaci6n cuando los eritrocitos en los 

orificios de control hayan formado botones compactos. 

9. Después de leer los puntos finales inclinar la placa 

de tal manera que las células no aglutinadas rueden 

y hagan un modelo en forma de lágrima. 

NOTA: Si la diluci6n probada es correcta, la aglutinaci6n 

deberá ocurrir en los primeros cuatro orificios. Si 

se observan muchas o muy pocas unidades hemaglutinap 

tes ajustar la diluci6n del antígeno con PBS, pH 7.2 

( R-3 ). Repetir la retrotitulaci6n. 

B) Inhibici6n de la Hemaglutinaci6n. 

l. Agregar 0.025 ml de PBS, pH 7.2 ( R-3 ), a cada ori 

ficio en las hileras de la A a laG omitiendo la H 

de placas de microtitulaci6n en a V "· 

2. Agregar 0.05 ml de un antisuero apropiado al primer 

orificio ( hilera H ) y diluir en forma seriada usqn 

do dilutores de 0.025 ml. 

3. Agregar 0.025 m.l del antígeno estandarizado ( 4 uni 
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dades hemaglutinantes ) a cada dil uci6n del suero. 

4. Preparar un control para cada suero colocando 0.025 

ml de antisuero en un orificio, mezclar. 

5. Preparar cuatro orificios para el control de eritrO

citos de pollo, agregando 0.05 ml de PBS, pH 7.2 

( R-3 ), a cada orificio. 

6. Incubar las placas a temperatura ambiente por 30 mi

nutos. 

7. Agregar 0.05 ml de la suspensi6n de eritrocitos de 

pollo al 0.5% ( R-4 ), a todos los orificios. Mez

clar y sellar la placa. 

8. Leer cuando los eritrocitos en los orificios de con

trol hayan formado botones compactos. 

INTERPRETACION: El título es la más alta diluci6n del vi 

rus que inhibe la aglutinaci6n de los eritrocitos de 

pollo. Si ocurre aglutinaci6n en los orificios de 

control de sueros, éstos deben ser absorbidos con 

gl6bulos rojos para remover las aglutininas. 

REACTIVOS. 

( R-l ) Medio de transporte. 

Caldo de tripticaseina y soya 

Gelatina 

100.00 ml 

0.50 g 

Preparar el caldo con gelatina y esterilizar en 
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( R-2 ) 

( R-3 ) 

( R-4 ) 

autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Agregar 

penicilina, estreptomicina y anfotericina para 

obtener una concentración final de 800 UI/ml, 

400 microgramosjml y 5 microgramosjml respecti

vamente. 

Solución de Alsever. 

Citrato de sodio 8.00 g 

Glucosa 20.00 g 

Ac. cítrico 0.55 g 

Cloruro de sodio 4.20 g 

Disolver en agua de~tilada y aforar a un litro, 

esterilizar por filtración a través de una mem

brana Millipore de 0.22 micrómetros. Almacenar 
o a 4 c. 

Buffer Salino de Fosfatos ( PBS ) ' pH 7.2 

Fosfato disódico 1.096 g 

Fosfato monosódico 0.315 g 

Cloruro de sodio 8.500 g 

Agregar agua d e stilada y aforar a un litro, ajus 

tar el pH, esterilizar por filtración a través 

de una membrana Millipore de 0.22 micrómetros. 

Almacenar a 4°C. 

Suspensión de eritrocitos de pollo al 0.5 %. 
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Eritrocitos de pollo 

PES, pH 7.2 ( R-3 ) 

0.5 ml 

99.5 ml 

l. Sanerar un pollo con jeringa conteniendo una pe 

queña cantidad de Alsever ( R-2 ). 

2. Quitar la aguja de la jeringa e inmediatamente 

colocar la sangre en un matraz conteni endo sufí 

ciente soluci6n de Alsever ( R-? ) de tal manera 

que la proporci6n sea de 1:4. 

3 M l al 4oc. • _ezc ar y macenar a 

4. · Lavar tres veces los eritrocitos de pollo con 

PES, pH 7.2 ( R-3), centrifugando a 1500 rpm por 

15 minutos. 

5. Centrifugar para empaquetar los eritrocitos. 

6. Agregar 5 ml del paquete de eritrocitos a 5 ml 

de PES, pH 7.2 ( R-3 ). 

7. Hacer un hematocrito y anotar el porciento de e 

ri trocitos. 

8. ~~macenar esta suspensi6n a 4°C. 
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R E S U L T A D O S 

De los 195 especímenes clínicos analizados para el aisla

miento e identificación de los virus de la Influenza, no 

se obtuvieron aislamientos. 

En la tabla No. 1 se presenta ,la distribución de los es

pecímenes clínicos recolectados en relación a los rangos 

de edad, tanto del sexo masculino como del femenino, de 

los cuales la mayor frecuencia correspondió a pacientes 

sintomáticos mayores de 50 años de edad. 

La distribución de los especímenes clínicos en relación a 

la fecha de recolección se puede observar en la tabla No. 

2, en donde se aprecia un número mayor de éstos en los Úl 

timos días del mes de Enero y en los primeros 15 días del 

mes de Marzo. 
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Edad 

( Años ) 

o - l 

2- lO 

ll - 20 

21 - 30 

31 - 40 

41 - 50 

) 50 

TOTAL 

TABLA No. 1 

DISTRIBUCION DEL NUMERO DE ESPECIMENES 
CLINICOS EN RELACION A LA EDAD Y SEXO 

DEL PACIENTE. 

No. de especímenes Sexo Número de 

recolectados F M aislamientos 
-

4 2 2 -

16 lO 6 -

28 20 8 -

37 30 7 -

33 26 7 -

9 9 - -

68 17 51 -

195 114 81 o 



. . 

TABLA No. 2 

NUMERO DE ESPECIMENES CLINICOS 

EN RELACION A LA FECHA DE 

RECOLECCION • 

Fecha de obtenci6n Número de especímenes 

clínicos. 

ENERO 15 - 31 65 

1 - 15 35 
FEBRERO 

16 - 28 18 

.1 - 15 42 

MARZO 

16 - 31 16 

1 - 15 18 
ABRIL 

16 - 24 l 

T O T A L 195 



DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Debido a que la Influenza es una enfermedad de las vias 

respiratorias que puede llegar a originar grandes epide

mias y complicaciones severas, es esencial el estudio del 

co~portamiento de los virus con el objeto de aplicar to

das las medidas posibles para su control. 

En relación a los resultados obtenidos, se puede observar 

que la frecuencia de enfermedad debida a los virus de la 

Influenza vari6 respecto al estudio efectuado durante el 

período invernal de 1986, en el cual se aislaron 1 virus 

del ti.po A y 7 del tipo B· de un total de lOO especímenes 

analizados ( 35). 

Probablemente la disminución de aislamientos se debi6 a 

que durante el período invernal bajo estudio, circularon 

virus antigénicamente relacionados con los anteriores, pa 
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ralos cuales la poblaci6n general era inmune, de tal for 

ma que solamente se presentaron infecciones muy leves o a 

sintomáticas ( 3, 16, 30, 36 ). 

Además del factor antes mencionado, hay que considerar que 

el período de circulación de. los virus de la Influenza pue 

de variar; por ejemplo, en la ciudad de Houston Texas, la 

mayor frecuencia de aislamientos se obtuvo en el período 

comprendido entre los meses de Noviembre y principios de 

Enero. Este mismo fen6meno podría haberse presentado en 

nuestro medio, lo cual concuerda con los resultados obteni 

dos ( 19, 23 ). 

Otro factor muy importante que se require tomar en cuenta 

para la recuperaci6n del virus, es la etapa de la enferme 

dad en la cual se obtienen los especímenes clínicos, ya 

que una vez desaparecidos los síntomas de la fase aguda 

disminuye considerablemente la probabilidad de aislamien

to. En relación a lo anterior cabe mencionar que la may~ 

ría de los especímenes clínicos obtenidos para este estu

dio se recolectaron de pacientes con un período de enfer

medad de 5 a 7 días que acudieron a una _clínica de bienes 

tar familiar. Debido a ésto se deben procesar aquellos 

- especímenes que procedan de personas que presenten los 

síntomas definidos de la infección y que se encuentren 

dentro de los tres primeros días de evoluci6n de la enfeE· 

medad, condiciones indispensables para poder tener éxito 

en el aislamiento. ( 5, 14, 16). 

:Por otra parte, el número de especímenes analizados no 

constituye una muestra representativa de la población afee 

tada con enfermedad respiratoria aguda, de tal manera que 

se recomienda incrementar el número de pacientes estudia-
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dos y efectuar un muestreo aleatorio de los mismos para 

determinar la morbilidad de la Influenza ( 4). 

Respecto a la t~cnica de aislamiento en embriones de pollo 

se puede mencionar que es sencilla de efectuar, econ6mica _ 

y eficiente para los virus ne Influenza tipos A y B. Sin 

embargo, es indispensable ·la refrieeraci6n rápida de las 

muestras porque los virus son muy sensibles a los cambios 

de temperatura y se pierden con facilidad. Además para iE 

crementar la frecuencia de aislamientos se recomienda que 

los antibi6ticos utilizados en el medio de transporte se 

renueven cada semana y se incluya un antimic6tico para dis 

minuir los organismos contaminantes ( 14, 35 ). 

Es necesario enfatizar que para obtener resultados confia 

bles en las t~cnic as de hemaglutina ci6n e inhibici6n de la 

hemaglutinaci6n se requiere un control de calidad muy es

tricto, que inc l uye el utilizar contro_es positivo y neg~ 

tivo, por medio de los cuales se pueda apreciar cualquier 

interferencia ya sea debida a los reactivos o al equipo 

utilizados. Por otro lado, tanto la técnica de hemagluti-, 
naci6n como la de inhibiai6n de la hemaglutinaci6n son fa-

ciles de realizar e interpretar, además de ser confiables 

por su grado de sensibilidad y reproducibilidad ( 5, 14 ) • 

En conclusi6n, debido a la alta frecuencia y variabilidad 

en el patr6n de las enfermedades respiratorias agudas y 

que además de los virus de la Influenza existen otros pa

t6genos involucrados en este tipo de enfermedad como los 

rinovirus, adenovirus, virus de la :parainfluenza y virus 

sincitial respiratorio entre otros, se recomienda conti

nuar en el futuro con este tipo de investigaciones para 

poder establecer el agente etiol6gico y las característi-

- 25 -
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cas epidemiol6gicas de la enfermedad y en esta forma con

tribuir con las instituciones de salud para aplicar las 

medidas de control necesarias para el b eneficio de la coro~ 

ni dad. 
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R E S U M E N 

Se analizaron 195 especímenes faríngeos de personas con 

síntoma s de enfermedad respiratoria aguda, recolectados 

en medio de transporte con ant i bióticos, con el prop ósito 

de aislar virus de la Influenza mediante la inoculación 

de embriones de pollo de 9 a 10 días de desarrollo. La 

detección e identificación posterior .se realizaron median 

te las técnicas de Hemaglutinación e Inhibición de la He

maglutinación respectivamente. 

De los e specímenes analizados no se obtuvo algún a isla -

miento de virus de la Influenza. 
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