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INTRODUCCION
La influenza es una de las enfermedades respiratorias que afin no ha
sido controlada y que presenta un alto indice de contagiosidad. Se
sabe desde hace muchos anos que es una enfermedad cuyos agentes etio-

16gicos son los diferentes tipos del virus de la Influenza.

El término Influenza fue introducido en Italia a principios del siglo
XV para describir una epidemia que se atribuyd a la influencia de
las estrellas. Este término fue adoptado por los Ingleses en el siglo

XVIII y durante este mismo periodo los Franceses nombraron a la en-—

fermedad camwo "la gripe".



Durante la pandemia de 1889, Pfeiffer aislé el bacilo conocido camo

Haemophilus influenzae, al cual considerd camo el agente etiolégico

de la enfermedad. Sin embargo, no fue hasta 1918 cuando la mayoria
de los inizestigadores concluyeron que la infeccién no era causada
por una bacteria sino por un v1rus En 1933, Smith, Andrews y Laid-
low, aislaron el virus de la Influenza tipo A inoculando hurones por
via nasal con filtrados de secreciones de nasofaringe obtenidos de
personas durante la etapa aguda de la enfermedad. Sus observaciones
fueron confirmadas por Francis, quien aisl§ el virus empleando huro-
nes y lo transfiri§ a ratones, observando que les pmduc_ia neumonia.
En 1940, Francis y Magill aislaron un grupo antigé.nicamente distinto
al anterior al que designaron como virus de la Influenza B. Francis
en 1949, aile otro virus que presentaba ca.racteristicas' antigénicas

distintas, al cual denamind virus de la Influenza C.(1).

Hirst, McClellan y Hare descubrieron que los eritrocitos de pollo

- eran aglutinados por los virus de la Influenza y que esta accién
aglutinante podia ser inhibida especificamente por los anticuerpos
de sueros j_nrrnmes.. Estos descubrimientos establecieron la base para

el desarrollo de los métodos de identificacién de los virus (2) .

Los virus de la influenza pertenecen a la familia Orthamyxoviridae,

tienen forma esférica, en ocasiones filamentosa, se caracterizan por
poseer un genoma RNA de ocho segmentos de tira finica, con un peso
molecular de 2-4 X 106 Daltons. Cada uno de estos segmentos codifica

una proteina viral distinta: P1, P2, P3, Nucleoproteina, Hemagluti--



nina, Neuraminidasa, Proteina My Prote_ina NS. Ia nucleoc_&pside y la
proteina de la matriz se encuentran rodeadas de una envoltura consti-
tuida de 1ipidos. De la capa de lipidos se proyectan las glicoprotei-
nas de la superficie viral que cénsis’oen de trineros Y tetrfémeros de
hemaglutinina y neuraminidasa respectivamente. La hemaglutinina es un
antigeno que estimula la producci§n de anticuerpos, los cuales inhi-
ben la hemaglutinacién de eritrocitos de pollo y adamﬁs neutralizan
el poder infeccioso. La neuraminidasa es una enzima que presenta una

actividad similar a la de Vibrio cholerae denaminada enzima destruc—

tora de receptores, que desintegra los agregados producidos por la
hemaglutinina al reaccionar con el &cido neuraminico, separ&ndolo
del resto de los receptores con los que la hemaglutinina se habia

cambinado (1,3,4,5,6) .

Uno de los as;;ectos m_és intrigantes en cuanto a la replicaci_én del
virus de la Influenza es la manera en la que el virus adquiere su
genoma carmpleto. Se sabe que la transcripci§n de los diferentes seg-
mentos de RNA se inicia independientemente. Por otra parte, la sin—
tesis del RMA viral es regulada durante la infeccién y puede involu-
crar una transcripcién selectiva de su plantilla, ya que _ésta contro-

la la produccifén de los &cidos ribonuleicos mensajeros (7) .

La replicacién del virus se inicia cuando el viri_én se une a los re-
ceptores del 4cido N-acetil neuraminico de la membrana de la o_élula
hu_ésped mediante la mlécula de la hemaglutinina. Se ha demostrado
que penetra por fusifSn y el {riri§n es transportado hacia el citoplas-

ma dentro de una vesicula pinocitica, los lisosomas se unen a‘ esta

-



vesicula formindose as_i el fagolisoscma lo cual conduce a la reduc-
cién del pH, permitiendo de esta forma la liberacién de la nucleo—
cdpside. Por un mecanismo desconocido el RNA viral es transportado
al nficleo, en donde la polimerasa viral transcribe filamentos posi-
tivos del RNA mensajero (mRNA) y filamentos negativos del RNA viral.
Después de la sintesis del RNA y de las pro_te_inas virales las nucleo-
cépsides son ensambladas en el citoplasma. La envoltura y las glico-
pmteinas superficiales se obtienen por un proceso de gemacién en la
membrana plasmética de la célula huésped. Se cree que la neuraminida-
sa, remueve los residuos dél écido N-acetil neuram_inico del vi_ri§n
campleto, para e{/itar que se aglameren unos con otros favoreciendo
asi la liberacidn de los virus (1,8).

Los virus de la influenza sufren dos tipos de variaciones en sus anti-
genos de superficie (Hemaglutinina y Neuraminidasa). E1 primer tipo
se denamina cambio antigénico menor (drift) y consiste en una serie
de alteraciones menores dentro de un grupo de cepas similares; este
tipo de cambio antigénico es el responsable de las epidemias. E1 se-
guhdo tipo de cambio antigénico es el mayor (shift) e implica la sus-
titucibén de la hemaglutinina, de la neuraminidasa o de ambas esp_icu—
las. Debido a que el virus de la Influenza tipo A es el ﬁnloo que ha
sufrido este tipo de cambio antig_énico es el responsable de las gran-
des pandemias. En el virus de la Influenza B solo se han detectado
cambios antigénicos menores y los virus de la Influenza C han sido

aislados ocasionalmente (9) .



Los factores necesarios para causar una epidemia o pandemia no han
sido bien definidos, pero el mis significati{zo parece ser una pobla-
cidn susceptible al virus circulante. La magnitud de una epidemia
puede ser directamente proporcional al grado de cambio antigénioo

del virus (2).

Cadz;l 10 a 20 anos ha aparecido en la naturaleza una nueva cepa pand_é-
mica del virus de Influenza A, la cual presenta una hemaglutinina
semlf’)gicamente distinta al subtipo anterior. Debido a que el gencma
viral esté constitu_ido por ocho segmentos individuales, se ha ‘pro—
puesto que estas cepas se originan por la reccmbinaci_én de una cepa
humana prevalente con otro virus de Influenza A de origen animal.

Si este concepto e;s correcto, se puede suponer que mucho.s de los seg-
mentos del RNA de la nueva cepa exhiben una hcmolog;ta de casi un

100% en la secuencia ae bases en relaci_én al segmento coniespondient_:e

del subtipo humano anterior (10).

Actualmente, por medio de anticuerpos monoclonales se han podido ana-
lizar los cambios antig_énioos menores (drift) que ocurren en las di-
ferentes cepas de los virus de la Influenza. De esta forma se han
estudiado y seleccionado las variantes con un potencial epidemiol_é—
gico significativo de los virus H3N2 que circularon en Jap_én y el”

sureste de Asia desde 1968 hasta 1982 (11).

Entre las pandemias mds importantes de este siglo se consideran las

siguientes: la que ocurrid durante el periodo de 1918 a 1919, la cual



ocasiond mis de 20 millones de muertes en la poblacibn de 30 a 40
anos; la del periodo entre 1957 a 1958 que fue producida por la cepa
Asidtica y la que se registrd de 1968 a 1969 que se atribuye a la
cepa Hong Kong. En estas dos Giltimas, la mayoria de las muertes se

presentaron entre los ninos y los ancianos (3,12).

La infeccién se adquiere por via aérea al inhalar el virus, el cual
se disemina a la orofaringe y a las vias respiratorias superiores.

El periodo promedio de incubacidn es de dos dias (varia entre 1 y 4
dias) presentédndose los sintamas clinicos de la infeccidn: aparicidn
stbita de fiebre, malestar, mialgias, dolor de cabeza, tos, faringitis
y escalofrios. Ia fiebre es caracteristica de la influenza presentéan-
dose temperaturas tan altas camo de 41°C. La enfermedad persiste por

dos a cinco dias y desaparece sin dejar secuelas (3).

Cuando un huésped entra en contacto con los virus y éstos no son neu-
tralizados por los anticuerpos de la clase IgA ocurre la replicacién
y la diseminacién viral. Por lo tanto, el curso de la enfermedad de-
pende tanto de la cepa del virus camo de los factores del huésped
incluyendo la respuesta immune local (Igd), la sérica (IgG y los
efectos debidos a la respuesta inmune mediada por células. Camo prue-
ba de esto ﬁltimo se ha demostrado la induccién de células efectoras
y citotfxicas y la actividad de cé€lulas matadoras naturales, la cual
es méxima dos dias después de la infeccién; su toxicidad esté direc-
tamente relacionada con la produccidn de interferdén y con la recupe-

racidén del paciente (1,2,13,14).



Las camplicaciones més graves que se pueden presentar durante la in-
feccidn pueden ser producidas por el propio virus y son bronquioli-

tis, crup, neumonitis, encefalitis y sindrame de Reye. Ademfis pueden
ocurrir infecciones bacterlanas secundarias como neumonia, bronconeu-
. nonia, otitis media, sinusitis, miocarditis y miositis. Este tipo de
infecciones se presentan con mayor frecuencia en pacientes cori enfer-
medades pulmonares persistentes y en individuos débiles; entre los

agentes etilégicos mds comunes se encuentran: Staphylococcus aureus,

Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae (15,16,17) .

El diagnbstico de una enfermedad viral respiratoria puede establecer-
se considerando los sintomas, la edad del paciente, la época del ano
y la poblacién involucrada. Sin embargo, para un diagnéstico especi—
fico se requiere dei aislamiento del virus o la denpstracién de un

aumento en el titulo de anticuerpos séricos (15,16) . %

Debido a que los virus son pardsitos intracelulares obligados, el
cultivo de éstos requiere de huéspedes vivos. Para &sto se pueden
emplear diversas especies de animales de laboratorio (ratones, ratas
y cobayos) , embriones de pollo, cultivos de tejido diferenciales o de
oélulas. Los embriones de pollo han sido utilizados camo hu_éspedes
sensibles para el cultivo de los virus de la Influenza. Las principa-
les ventajas que ofrece el uso de huevos embrionados en oomparacién
con animales de laboratorio y otros medios de cultivo es qu‘e son es—
tériles, no desarrollan funciones J'_rmmol_égicas, Nno sSoOn caros y son

ficiles de conseguir en cualquier parte del mundo. Ademds en los hue-



vos embrionados se producen grandes cantidades del virus en campara-

cibn con las obtenidas en los cultivos de cé&lulas.

Los espec_imenes clinicos més camnmente empleados para el aislamiento
del virus y su identificaci_én consisten en lavados o raspados far_in—
geos, correspondientes a la fase aguda de la enfermedad. Camo medio
de transporte se puede usar caldo de tripticaseina y soya contenien-
do gelatina al 0.5%, y ciertos antibiétioos canmo la penicilina y la

estreptamicina, los cuales disminuyen la contaminacién bacteriana.

El espécimen clinico se inocula en las cavidades amni_ética y alantoi-
dea de huevos embrionados de un periodo de desarrollo de 9 a 10 dias,
una vez inoculados se incuban por tres dfas a 34°C y se analizan los
1iquidos correspondientes por medio de la prueba de la hemaglutina-
cién. El resultado se considera negatix)o si después de dos pasajes

no se detecta hemaglutinacién (2,16,18).

Ia identificacién del virus se lleva a cabo por medio de la técmca

de inhibicidn de la herfxaglutj.naci_én. En esta prueba los virus agluti-
nan a los eritrocitos de pollo, pero la reacci_én es inhibida por sue-
ros inmunes (sueros de referencia) que contienen anticuerpos antivi-
rales que evitan la aglutinaci_én, quedando de eéta manera libres los

eritrocitos.

El diagndstico seroldgico se establece al demostrar un aumento en el

titulo de anticuerpos de por lo menos cuatro veces, una vez que se



camparan los sueros sangu_ineos obtenidos al inicio y durante la con-
valescencia de la enfermedad. Entre los métodos mis utilizados se
encuentran la reaccitn de fijacién del camplemento con un ant_igeno
soluble o la inhibicitn de la hemaglutinaci_én, seleccionando camo
ant_igenos las cepas virales prevalentes. En el caso de obtener una
sola muestra, se considera el diagnGstico positivo si se registra un
t_itulo de 1:64 en adultos y de 1:3 en ninos menores de cinco anos

(15}

'Debido a la excesiva frecuencia y severidad de la influenza se han
recamendado varias estrategias para lograr el control de la enferme-
dad. Entre éstas se encuentran el uso de vacunas que pueden estar
const:.tuidas por virus ccn'pletés inactivados con formalipa o por vi-
rus divididos. La selecci_én de los subtipos virales que constituyen ,
una vacuna se basa en los datos epidemiolégioos y de laboratorio més |
recientes, por ejemplo: la IPAC(Inmmunization Practices Advisory Co—
i ttee) anticip_é que la vacuna para el pe.riodo invernal de 1984-1985
deberia contener los virus A/Filipinas/2/82(H3N2) , A/Chile/1/83 (HIN1)

y B/IRSS/100/83, que fueron las cepas prevalentes (19).

El uso de la vacuna se recamienda para personas de todas las edades
con enfermedades cardiopulmonares y otros desGrdenes crénicos y para
el personal médico que esté en contacto con personas de alto riesgo.
El programa de 1'_nmunizaci_6n consiste en aplicar una dosis primaria y
una anual cano refuerzo. Una de las principales precauciones que se

deben tener es el no administrar la ’;Iacuna a personas sensibles al



huevo ya que se prepara en embriones de pollo. Las reacciones pueden
ser locales y/o sistémicas, varian con la edad, preparacidn y dosis.
Los efectos colaterales son raros e incluyen fiebre y mialgias, se
presentan en menos del 5% de los vacunados y aparecen de seis horas

a dos dias desﬁués de la administracién (1,3).

En base a lo anterior, el objetivo del presente trabajo es llevar a
cabo el Aislamiento e Identificacién de los Virus de la Influenza,
que circularon durante la temporada invernal, con el fin de contribu-
ir a la vigilancia epidemiolégica de este tipo de enfermedades res-

piratorias.
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MATERIALES Y METODOS
El Aislamiento e Identificacién de los Virus de la Influenza se lle-
vb a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Divisién de Cien-

cias Naturales y Exactas de la Universidad de Monterrey.

Se analizaron 100 muestras clinicas obtenidas de pacientes que pre-
sentaron sintomas de enfermedad respiratoria, durante el periodo de

Enero a Abril de 1986.
Los especimenes clinicos consistieron en exudados faringeos obteni-

dos con hisopo estéril. E1 medio de transporte empleado fue un cal-

do de tripticaseina y soya con gelatina al 0.5%. A este medio se le
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agregaron los antibibticos estreptamicina y penicilina en una concen-
tracidn de 4004g/ml y 800 U/ml respectivamente. Los especimenes cli-
nicos fueron almacenados a 4°C por no mds de una semana. Posterior-

mente se 1llevd a cabo el cultivo del virus. (20) .
METODOS::
I. ATSIAMIENTO [EL VIRUS EN EMERIONES [E POLLO

1. Examinar los huevos embrionados de un periodo de 9 a 10 dias
con un ovoscopio para localizar la cémara de aire y verificar

la viabilidad del embridn.

2. Realizar una asepsia en la cémara de aire con tintura de iodo

y dejar reaccionar por espacio de un minuto.

3. Con un perforador hacer un orificio en el cascardn sobre el

centro de la cémara de aire.
4. Mantener el huevo en el ovoscopio, con una jeringa de 1 ml y
aguja de 21 X 32, insertar la aguja a través del orificio en

el cascardn hacia el embridn.

5. Con un movimiento leve penetrar la cavidad amnidtica e inocular

0.1 ml del espécimen clinico.

Y P



6. Sacar la jeringa 0.5-1 am e inocular 0.1 ml del espécimen cli-

nico en la cavidad alantoidea.
7. Sellar el orificio con un adhesivo.
8. Incubar los huevos a 34°C durante 72 horas.

9. Refrigerar a 4°C durante la noche para dar muerte al embribn

y minimizar el sangrado durante la cosecha de los liquidos.

10. Hacer una asepsia con alcohol etilico y remover el cascardn y

la membrana corioalantoidea con pinzas estériles.
11. Colectar el liquido alantoideo con una pipeta estéril de 5 ml
(el rendimiento es de 5-15 ml) , colocarlo en un tubo estéril

y rotularlo adecuadamente.

12. Colectar el liquido amnidtico con jeringa de un ml y aguja de

21 X 32 estériles y rotularlo adecuadamente.

13. Mantener los liquidos‘ a 4°C .

ITI. IIENTIFICACION L[EL VIRUS

A. Prueba de la Hemaglutinacibén (HA)
|
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1. Marcar dos hileras de una placa de microtitulacién en "U" para
cada antigeno, dos para cada uno de los virus utilizados camo
controles positivos y cuatro orificios para el control de eri-

trocitos de pollo.

2. Agregar 0.05 ml de PBS, pH 7.2 (R-2) a los orificios para el

control de eritrocitos y a los orificios del 2 al 12.

3. Agregar 0.1 ml del antigeno al primer orificio de cada una de

las hileras de la placa (orificio 1).
4. Hacer diluciones seriadas usando dilutores de 0.05 ml.

5. Agregar 0.05 ml de la suspensidn de eritrocitos de pollo al

2

0.5% (R-3) a cada uno de los orificios.

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

aproximadamente.

7. Leer la HA cuando los eritrocitos de pollo en los orificios

control hayan formado botones campactos.

8. Después de leer los puntos finales, inclinar la placa de tal
manera que las cé&lulas no-aglutinadas "rueden" y hagan un mo-

delo en forma de lagrima.

BIBLIOTEGA
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9. Los especimenes negativos deben ser pasados en huevos nuevos
una vez mds. Los especimenes con titulo muy bajo deben ser pa-

sados en huevos nuevos para incrementar el titulo.

NOTA: Una unidad hemaglutinante es la minima cantidad (mayor dilu-
cibén) de la suspensién del virus que produce aglutinacidén com-

pleta.

B. Inhibicién de la Hemaglutinacién (IHA)
a) Retrotitulacidén del Antigeno.

1. Preparar diluciones de trabajo de cada antigeno que contengan

cuatro unidades hemaglutinantes por 0.025 ml.

2. En una placa de microtitulacién en "U", marcar dos hileras para

cada antigeno y cuatro para el control de eritrocitos de pollo.
3. Agregar 0.05 ml de PBS, pH 7.2 (R-2) a los orificios del B al

H de cada hilera marcada para el antigeno y a los orificios de

los controles.

4. Agregar 0.1 ml del antigeno al primer orificio de cada hilera

de la placa. (orificio ).

5. Hacer diluciones seriadas de los orificios del A al H, usando

=B



dilutores de 0.05 ml.

6. Agregar 0.05 ml de la suspensién de eritrocitos de pollo al

0.5% (R-3) a cada uno de los orificios.

7. Mezclar e incubar a temperatura ambiente durante 45 a 60 minu-

tos.

8. Leer la hemaglutinacidén cuando los eritrocitos en los orificios

control hayan formado botones campactos.

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 :l&grima.

NOTA: Si la dilucibn probada es correcta, la aglutinacién deberd
ocurrir en los primeros cuatro orificios. Si se observan muy
pocas o muchas unidades aglutinantes ajustar la dilucién del

antigeno con PBS, pH 7.2 (R-2) . Repetir la retrotitulacibn.
b) Inhibicién de la Hemaglutinacidn
1. Agregar 0.025 ml de PBS, pH 7.2 (R-2) a cada orificio en las
hileras de la A a la G amitiendo la H de placas de microtitu-

lacidén en "V".

_16_



2. Agregar 0.05 ml de un antisuero apropiado al primer orificio
(hilera H) y diluir en forma seriada usando dilutores de 0.025
Inl.

3. Agregar 0.025 ml del antigeno estandarizado (cuatro unidades

hemaglutinantes) a cada dilucidn de suero.

4. Preparar un control para cada suero, colocando 0.025 ml de anti-

suero en un orificio. Mezclar.

5. Preparar cuatro orificios para el control de eritrocitos de po-

1lo agregando 0.05 ml de PBS, pH 7.2 (R-2) a cada orificio.

6. Incubar las placas a temperatura ambiente por 30 minutos.
7. Agregar 0.05 ml de la suspensibn de eritrocitos de pollo al

0.5% (R-3) a todos los orificios. Mezclar y sellar la placa.

8. Leer cuando los eritrocitos en los orificios control hayan for-

mado botones campactos.

INTERPRETACION: E1 t_itulo es la més alta diluci_én del virus que inhi-
be la ag’lutinaci_én de los eritrocitos de pollo. Si
ocurre aglutinaci§n en los orificios del control de
sueros, éstos deben ser absorbidos con glébulos ro—

jos para remover las aglutininas.

-17-



REACTIVOS:

(R-1) Solucidén de Alsever, pH 6.1:

Citrato de Sodio : 8.00 g
Glucosa 20.00 g
Acido Citrico 0.55 g
Cloruro de Sodio 4.20 g

Disolver en agua destilada y aforar a 1 L, esterilizar por
filtracidn a través de una membrana Millipore de 0.22 micr6-

metros. Almacenar a 4°C.

R-2) Buffer Salino de Fosfatos, pH 7.2 (PBS) :

Fosfato dlsédlco ' 1.096 g
Fosfato monosédioo 0.315 g
Cloruro de Sodio 8.500 g
Agua destilada '1.000 L

Agregar agua destilada hasta un volumen final de 1 L, esteri-
lizar por filtracién a través de una membrana Millibore de

0.22 micrametros. Almacenar a 4°C.

R-3) Suspensidén de Eritrocitos de pollo, 0.5%:
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Eritrocitos de Pollo 0.5 mlL

PBS pH 7.2 99.5 ml

. Sangrar un pollo con una jeringa conteniendo una pequefia can-

tidad de Solucién de Alsever (R-1). Quitar la aguja de la je-
ringa e inmediatamente colocar la sangre en un matraz conte-
niendo suficiente Solucién de Alsever (R-1) de tal manera que

la proporcién sea de 1:4.
Mezclar y almacenar a 4°C.

Lavar tres veces los eritrocitos de pollo con PBS, pH 7.2 R-2)

centrifugando a 1500 rpm por 15 minutos.
Centrifugar para empaquetar los eritrocitos.

Agregar 5 ml del paquete de eritrocitos a 5 ml de PBS, pH 7.2

R-2) .

Hacer un hematocrito y anotar el porcentaje de eritrocitos.

. Almacenar esta suspensibn a 4°C.
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RESULTADOS

Se obtuvieron un total de ocho aislamientos de los 100 especimenes
clinicos analizados, los cuales correspondieron uno al subtipo viral

A/Filipinas/2/82(H3N2) y siete al subtipo B/URSS/100/83.

La mayor frecuencia se observd en los rangos de edad camprendidos

entre los 11 y 30 anos de edad camo se muestra en la tabla No.l.

‘En la tabla No.2 se presenta la distribucidn de los especimenes cli-
nicos en relacidén a la fecha de recoleccién. Camo se puede observar
la mayor frecuencia de aislamiento ocurrid durante los primeros 15

dias del mes de Marzo.
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TABLA No.l TIPOS [E VIRUS AISLADOS [E LOS ESPECIMENES CLINICOS ANALIZADOS.

EDAD No. [E ESPECIMENES SEXO No. [E TIPOS [E VIRUS AISLADOS
(ANOS) OBTENIDOS F M AISILAMIENTOS A/Filipinas/2/82 (H3N2) B/[RSS/100/83
1-10 4 2 |2 3 " _
11-20 a1 31 |10 3 = 3
21-30 31 17 |14 3 1 2
| 31-40 14 11 |3 2 = 2
41-50 7 5 |2 - - =
> 50 3 8.} = = " -
TOTAIES 100 69 |31 8 1 7
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TABLA No.2 DISTRIBUCICN [E LOS ESPECIMENES

CLINICOS EN REIACION A LA FECHA [E OBTIENCION

FECHA [E OBIENCION No. [E ESPECIMENES No. [E AISIAMIENTOS
[E LOS ESPECIMENES OBTENIDOS VIRAIES
ENERO 15 - 31 14 2

FEERERO 1 - 15 14 =

FEERERO 16 - 28 14 =

MARZO R 38 6

MARZO 16 - 31 18755, -

ARRIL 1-15 8 3
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
Debido a que la influenza es una enfermedad que puede llegar a cau-
sar epidemias e inclusive grandes pandemias en una poblacién; es
récomendable_llevar a cabo una ﬁigilancia epidemiol§gica anual para
determinar los subtipos virales que circulan durante el periodo in-
vernal, con el propésito de establecer una serie de estrategias que

puedan contribuir al control de la enfermedad.

Para realizar este proyecto los especimenes clinicos se recolectaron
durante los meses de Enero a Abril, periodo que coincide con la ma-

yor frecuencia de aislamientos del virus de la Influenza (21).
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En nuestro caso, el mayor nimero de aislamientos ocurrid durante los

primeros quince dias del mes de Marzo de 1986.

La oontanﬁ.naci_én bacteriana de los liquidos alantoideo y amni_6tico
conduce a resultados falsos positivos en la reaccién de hemaglutina-
ci§n; por lo cual es esencial la adicién de antibiéticos al medio de
transporte. En este caso la frecuencia de contaminacif‘)n fu_e my baja,
de tal forma que se puede considerar que la deteccién de los virus

fue eficiente.

En base a lo reportado en la literatura, se sabe que la _6ptima detec-
ci_én de los virus de la Influenza tipos A y B se lleva a cabo utili-
zando cultivos primarios de tejidos de rifién de perro de la 1fnea
celular continua MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) y que los huevos
embrionados de gallina son una alternativa solamente para los virus
tipo A. Los 100 especimenes faringeo_s se inocularon en embriones de
pollo debido a la falta de disponibilidad de cultivos de células -
por lo tanto se esperaba aislar Gm.camente los virus tipo A. Sin
enbargo al analizar los resultados se puede cbservar que el mayor
nFnrero de aislamientos oorrespondi§ al subtipo viral B/URSS/100/83
probablemente porque fue la cepa que circul_é con mayor frecuencia
durante este per_iodo invernal y debido a que los huevos embrionados

utilizados pudieron actuar camo huéspedes sensibles (22) .-

La deteccidn e identificacibén de agentes virales directamente en los
especimenes clinicos ha surgido camo un método alternativo para el
| .
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diagnéstico de enfermedades de etiolog_ia viral. Entre estos nétodos
se encuentran los ensayos inmunoenzimdticos, sin embargo la eficien-
cia reportada para el caso de los virus de la Influenza tipo A ha

sido de 53%; por lo tanto mientras no se incremente la sensibilidad,
el aislamiento de los virus continuaré siendo el método de eleoci_én
para establecer el diagn_éstioo de la Influenza. Por otra parte, la

IHA es una técnlca sensible, reproducible, de fécil interpretaci_én Yy

adaptable a cualquier laboratorio de diagn&stico (23).

Taomando en cuenta los resultados obtenidos, és importante mencionar
que este tipo de estudio se puede llevar a cabo en las condiciones
operativas de nuestro medio,_ sin embargo s‘e debe enfatizar que la
reoolecci_én y condiciones de almacenamiento de los e'spea_imenes cli-
nicos, asi cano la fidelidad de los métodos y el establecimiento de
un sistema de control de calidad, son los factores indispensables
para obtener resultados confiables. Adan_ﬁs, recamendamos para traba-
jos futuros que se incremente el nﬁmero de espec_imenes clj.nicos, con
el objeto de conocer la morbilidad de la Influenza en la poblaci§n

bajo estudio.

Respecto a la epidaniolog-ia de la Influenza se ha propuesto que ocu-
rren epidemias con un intervalo de 2 a 3 anos, sin embargo el progra-
ma de Vigilancia realizado en la ciudad de Houston, Texas, durante
11 anos, ha revelado que se presentan epidemias cada ano de tal forma
que quiz_é ésta sea la caracteristica epidemiol_égica actual de la en-
fermedad respiratoria. Debido a ésto y a la excesiva magnitud de la

i
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frecuencia y severidad de la Influenza es de vital importancia llevar
a cabo el Aislamiento e Identificacién de los Virus de la Influenza

que circulan cada invierno para contribuir a su control en beneficio

de nuestra comunidad.
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RESUMEN

Se recolectaron 100 especimenes faringeos de personas que presenta-—
ron sintamas de enfermedad respiratoria con el objeto de Aislar e
Identificar los Virus de la Influenza. Los especimenes se inocularon
en embriones de pollo de un perfodo de desarrollo de 9 a 10 dias y
los virus se detectaron e identificaron por medio de los nétodos de

la Hemaglutinacién e Inhibicidn de la Hemaglutinacidn.
Se obtuvieron un total de ocho aislamientos correspondiendo uno al

subtipo viral A/Filipinas/2/82(H3N2) y siete al subtipo B/URSS/100/

83.
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