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RESUMEN

Con el objetivo de identificar en forma rapida los virus de influenza, se estudiaron 148 muestras de pacientes con sSmmngtaldge

con esta entidad. Para ello fue desarrollado un cultivo rapido de células MDCK-1, en placas de 96 pozuelos, donde faelasloscul
exudados nasofaringeos o gargarismos, e incubados durante una noche a 37°C, el medio fue eliminado y las células fueoon lavadas
buffer fosfato salina; posteriormente fueron fijadas con metanol y los antigenos virales detectados por la técnica de inmuaoperoxidas
mediante urpool de anticuerpos monoclonales contra la influenza A'y otro contra la influenza B. Para el subtipajghepsa (ilizo el
anticuerpo monoclonal HA1-71, mientras que el anticuerpo monoclonal HA2-76 reacciona con ambos subtjNgsyAA(KH,N,). Del

total de muestras positivas (136) correspondio 72,1 % para el tipo A y a los subtypdg 84,6 y 37,5 %, respectivamente. La influenza

B se detecté en 27,9 % de las 148 muestras investigadas, s6lo 12 resultaron negativas (8,1 %). Se recomienda la efliaaéicmaie

como un método de diagndstico rapido, sensible, conveniente y facil de realizar e interpretar para la deteccion y caraatetigagi

subtipo de los virus de influenza a partir de exudados nasofaringeos o gargarismos.

Descriptores DeCSORTHOMYXOVIRUS TIPO Alaislamiento & purificacion; ORTHOMYXOVIRUS TIPO B/aislamiento & purifica-
cion; NASOFARINGE/inmunologia; TECNICAS PARA INMUNOENZIMAS; EXUDADOS & TRANSUDADOS; CULTIVO DE CELU-
LA.

Un gran numero de laboratorios participa en laque es, ademas, muy laboriosa, en ocasiones se ne-
vigilancia de la actividad de los virus de influenza y cesita dar repetidos pases por embrién de pollo o en
sus cambios, debido a la necesidad de informar temeultivos celularespara obtener titulos altos de
pranamente la presencia de nuevas cepas epidémitemaglutinacién que permitan identificar el agente
cas y la diferenciacién entre los tipos Ay B. por este método, lo que causa una dilatacion consi-

Por tradicion, esta diferenciacion se realiza porderable del diagnéstico.
medio de la técnica de inhibicion de la A través del tiempo se han desarrollado diferen-
hemaglutinacién (IH) con antisueros especificos, te técnicas para el diagndstico rapido de los virus de
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la influenza. Entre ellas, la deteccion de los antigenogontra la nucleoproteina de estos virus, yaal B,
virales, después de una corta incubacién en cultivogjue contenia un anticuerpo contra la nucleoproteina
celulares infectados, por la técnica de inmuno-y otro contra la hemaglutinina de los virus de in-
peroxidasa, la que ha encontrado una extensa apliuenza B. Los Acs M HA1-71y HA2-76, se usaron
cacion en el diagnostico virologico. Estas técnicaspara subtipar los virus de tipo A en los subtipgg H
combinan la sensibilidad del aislamiento viral en el H,.*'° Estos Acs M proceden del CDC de Atlanta,
cultivo celular y la deteccion directa de antigenos Georgia, EE.UU.

en muestras clinicas por inmunofluorescencia, Los poolsA y B se usaron en diluciones de
ELISAy la deteccion de acidos nucleicos virales por1:1 000 y 1:500, respectivamente, y la dilucion
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). de trabajo de los Acs M HA1-71 y HA2-76 fue de

Usando anticuerpos monoclonales (Acs M) con- 1:400.
tra los virus de influenza Ay B, y Acs M contra la Tipo y subtipo de influenzavirdsSe sembra-
hemaglutinina desnaturalizada y fragmentada de esron placas de cultivo celular de 96 pozuelos (Costar,
tos virus, se ha desarrollado un método de cultivoCambrigde, Mass.) con 10 000 células por pozuelo
rapido para la caracterizacion en tipo y subtipo deen 100 pL de medio para crecimiento que contenia
cepas de influenza humana AKH) y tipo B, me- 1 % de suero de bovino fetal, al que se le afadieron
diante la técnica de inmunoperoxidd8&sta técni- 4 ug de tolysulfonyl Ketone (TPCK), tripsina al
ca fue validada en nuestro laboratorio aplicandola a0,25 %(Sigma Chemical, Co., St. Louis, Mo.). Cada
un grupo de cepas de referencias, y en aislamientosuestra clinica homogeneizada se inocul6 en 4 po-
realizados entre 1992 y 1994 que habian sido caraczuelos a razon de 20 L por pozuelo.
terizados mediante IH. A partir de los resultados =~ Como control negativo se reservaron en cada
obtenidos, se decidié aplicarla a gargarismos yplaca 4 pozuelos sin inocular, y los 3 controles de
exudados nasofaringeos para comprobar la efectivivirus (HH, y B) fueron inoculados de igual forma
dad del método cuando se aplica de forma directa. que las muestras en estudio.

Las placas se incubaron a 37 °C en, @b %
durante 20 min, para equilibrar el pH de la placa, y
METODOS después fueron centrifugadas a 2 500 rpm a tempe-
ratura ambiente por 45 min. Después de una noche

Células En todos los experimentos se utiliza- de incubacién (16 a 20 h), el medio fue eliminado y
ron células MDCK-E multiplicadas en Medio Eagle las células lavadas 2 veces ¢nrfferfosfato salina
(Dulbecco’s modificado), suplementado con 5 % de (PBS), fueron fijjadas con metanol absoluto, se le
suero bovino fetal (SBF), 0,2 % de albimina y 25 mM afiadieron al pocillo en forma gradual 50 y 100 pL
de Hepes y antibidtico (penicilina y estreptomicina). mas de metanol absoluto, se mantuvieron a tempe-

Virus. Se utilizaron como controles las si- ratura ambiente durante 10 min, se eliminé el
guientes cepas de referencias: A/Texas/36/ 9 (i metanol de todos los pozuelos y se lavaron nueva-
A/Beijing/352/89 (HN,) y B/Panama/45//90. mente 2 veces con PBS.

Muestras clinicasSe procesaron 148 exudados ~_L0S 4 AcsM se diluyeron en PBS (como ya se
nasofaringeos o gargarismos, pertenecientes a dife2€1al0) que contenia 5 % de leche en polvo
rentes temporadas de influenza en Cuba, desde 199%95cremada y cada uno fue afiadido a un pozuelo de
hasta 1995, los que se mantuvieron almacenadogada muestra (75 pL).

o - . Las placas se incubaron a 37 °C durante 1 h se
a -70 °C hasta ser utilizados en nuestro estudio Parg, aron posteriormente 4 veces con PBS y mas tar-

detectar o no la presencia del virus de influenza. Eryq <6 incubaron con un anticuerpo antirratén conju-
23 de estas muestras ya se habia efectuado antesgaAdO con peroxidasa (Amersham) por 60 min y en
aislamiento y la caracterizacion del virus de in- yna dilucién de 1:1 000 (75 pL en cada pozuelo).
fluenza. Antes de agregar el sustrato se afiadié 1 L de
Anticuerpos monoclonales (Acs Mjara la  peroxido (HO, al 30 % p/v BDH) y se dispensaron
tipificacion de los virus de influenza, fueron utiliza- 60 pL en cada pozuelo. El color de la reaccion se
dos unpool de influenza A, que contenia Acs M desarrollé entre los 30 y 60 min. La solucion de
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sustrato fue eliminada y reem p|azada por 100 UL ddABLA 1. Resultados obtenidos en 148 muestras clinicas por la técni-

da | o o
PBS por pozuelo, la lectura se realiz6 en un micros-"2 ° "mneperoxicasa

copio de luz |n'v,ert|d§t. . Casos positivos por tipo y subtipo
La coloracion roja intracelular en las muestras Estacion  Tipo Subtipo  Subtipo  Tipo  Casos Total de
clinicas se interpreta como un resultado positivo dgnfluenza A~ IN,  HN, B negafivos muestras

infeccion y su ausencia como negativo. 1992 24 18 6 0 0 24
En las células de control constituyen resultados1993 10 4 6 6 4 20
L . P i 1994 9 5 4 17 2 28
positivos para la prueba: la coloracion roja loos = 20 2 15 5 6

intracelular en los inoculados con las cepas de refe
rencia (control positivo) y la ausencia de coloracion Total 98 47 51 38 12 148
en los no inoculados (control negativo).

TABLA 2. Resultados porcentuales de los casos positivos y de los
negativos obtenidos en 148 muestras clinicas por la técnica de
inmunoperoxidasa

RESULTADOS

Esta- Total Porcentajes de positivBsrcenta-
cion in- Total de de posi- Tipo Subtipo Subtipo Tipo jes de ne-

Las células infectadas con los virus influenza duenza  muestras fivos A NI HN, B gaiivos

tipos Ay B reaccionaron con una intensa coloracién

roja citoplasmatica contra lpsols Ay B, respecti- 1992 24 24 1000 750 250 00 00
N 1993 20 16 625 250 37,5 37,5 20,0
vamente. _ _ 1994 28 26 346 192 154 654 7,1
Los virus de influenza A que reaccionaron con 1995 76 70 786 286 50,0 21,4 7,9

coloracion frente a los Acs M HA1-71 y HA2-76,
clasifican en el subtipo it los que reaccionan solo
frente al HA2-76 en el subtipolF-lZ !Porcentaje con respecto al total de casos positivos.

Las cepas de referencia (controles positivos) re-’Porcentaje con respecto al total de muestras.
accionaron frente a sus correspondientes anticuerpos
monoclonales, o que confirma el resultado positivo ~ EN 1992, el total de las muestras estudiadas se
del ensayo desde el punto de vista de su especificitipific dentro del grupo A (100 %), se destaco la
dad. No se observo ninguna reaccién de coloraciorfirculacion del subtipo i\, con 18 muestras posi-
en los cultivos no infectados (control negativo).  tivas (75 %).

Las diluciones de los Acs M, conjugado y Durante 1993, el comportamiento de las mues-
sustrato utilizadas, resultaron adecuadas en nuestréas analizadas fue el siguiente: para el tipo A, se
estudio. No se detectaron reacciones cruzadas, riaracterizaron dentro del subtipo AN{, 4 mues-
inespecificas, frente a los 4 Acs M probados. tras positivas (25 %); 6 para el AN (37,5 %) y

Los resultados obtenidos al aplicar de forma di- otras 6 muestras resultaron positivas para el tipo B
recta este método a las 23 muestras donde se hab{a7,5 %).
aislado y caracterizado antes el virus de influenza  En 1994, durante la temporada de influenza, se
por las técnicas de IH e inmunoperoxidasa fuerondestaca el aumento de positividad con respecto al
totalmente coincidentes. tipo B, 17 muestras positivas (65,4 %), comporta-

En la tabla 1 se distribuyen los resultados obte-miento que se mantuvo similar en 1995 (15, para
nidos durante el periodo estudiado y en la tabla 2 s€1,4 %), respecto al total de casos positivos.
sefialan los porcentajes de positividad para cadatipo  Sin embargo, durante la temporada analizada de
de virus de influenza. 1995, de un total de 76 muestras clinicas, 55 (78,6 %)

En las 148 muestras clinicas analizadas y colecfueron positivas para el tipo A, 20 del subtiptNH
tadas durante 4 estaciones de influenza (desde 199235 del subtipo EN,, para 28,6 y 50 % respectiva-
hasta 1995) en Ciudad de La Habana, se obtuvieromente.
resultados positivos en 136 muestras (91,9 %) y sélo  Del total de muestras positivas analizadas en los
12 gargarismos (8,1 %) resultaron negativos, me-4 afios estudiados se obtuvieron los siguientes resul-
diante el método de la inmunoperoxidasa. tados: 98 del tipo A (72,1 %), con 47 (34,6 %) del

Total 148 136 72,1 34,6 37,5 27,9 8,1
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subtipo HN, y 51 (37,5 %) del subtipo,N., y 38 la muestra y se prolonga el tiempo de incubacién se
del tipo B (27,9 %). podria incrementar la sensibilidad del ensayo.
Otros investigadore's;*® usando igualepools
Ay B contra estos virus en ensayos de cultivos rapi-
DISCUSION dos, obtuvieron entre 56 y 100 % de sensibilidad en
sus estudios.

En el diagnostico de los virus de influenza apar- ~ En nuestro caso la sensibilidad alcanzo el 91,9 %
tir de exudados nasofaringeos se han empleado mé8,9 % de casos negativos), lo que se corresponde
todos clasicos como la IH, inoculacién en embrio- también con los indices normalmente obtenidos
nes de pollo, cultivos celulares y, tltimamente, la cuando se trabaja las muestras clinicas de forma di-

técnica del PCR con el uso de cebadores con secuefiecta. La dispersion existente en la negatividad en
cias conservadas durante afios y la amplificacion ddos afos estudiados (0,0 % en 1992; 20 en 1993; 7,1

entre virus de diferentes tipss. toma en cuenta el nUmero de casos estudiados por

afno: 24, 20, 28 y 76 muestras en cada uno de los

Para nuestro trabajo se utilizé una técnica®’ .
afos referidos.

inmunoquimica con el fin de tipar y subtipar los . _
Con las muestras clinicas analizadas, se obtu-

ortomixovirus. La base diagnostica del método . s d tividad de 100 (1992):
(inmunoperoxidasa) fue el empleo de 4 anticuerposVleron porcentajes de positividad de ( ):

monoclonalesgool A, pool B, HA1-71y HA2-76), 62'5(1993);. 34.'6 (1994) y 78,6 (1995) para e!,tlpo
. o ) . . A, lo que coincide con los reportes de circulacion al
gue identificaron a los virus de infuenza en tipos y

subtipos A, B, Hy H, lo cual indica que estos AcM nivel mundial.

son capaces de reconocer los epitopes bien conser Durante 1992y 1993 predomin6 mundiaimente
vados (plle la hemaglutinina de esptospvirus eliminanel subtipo A HN,, que causo brotes en centros ce-
9 ’ rrados de jovenes y en nifios menores de 15 afios, y

en forma apreciable reacciones inespecificas aue, s, vez provoco una gran ausencia escolar, sin que

puedan falsear los resultados, y nos permiteén Un@yeiaran de reportarse casos esporadicos en paises
rapida identificacion del surgimiento de nuevas ce--omo Finlandia. China Republica Checa, Rusia y
pas y de los virus J¥, si ellos reemergen en la po- Espafid®1o

blacion humané:? En 1994, se resume la actividad del virus de in-
Estos ACsM especificos de tipo y subtipo, estanfiyencia en el mundo, asociada en gran parte con el
siendo obtenidos por inmunizacién de ratones Consubtipo HN,, que causa severas epidemias en la
virus concentrado de liquido alantoideo y muy utili- regién norte de Europa.
zados en el diagndstico rapido de estos Virus. En 1995, en paises informantes como Francia,
Los resultados concuerdan con los anteriormenteChile, Canada, Hon Kong, Madagascar, Australia y
obtenidos al aplicarse el método de la inmuno-otros, la principal actividad de gripe se debié tam-
peroxidasa a cepas de referencia y a aislamientobién a este subtig8?* con la aparicién de brotes y
caracterizados previamente por IH, y con los decasos esporadicos por éste, se concluyo que la acti-
Zieglery otrost que también validaron este méto- Vvidad principal de los virus influenza en el mundo y
do con cepas de referencias y muestras clinicas,bajg" Nuestro pais durante estos afios se debi6 al subtipo
condiciones similares a las referidas en nuestro traf* Hal\

bajo. Estos estudiaron 263 muestras clinicas, paraI AELSI\lIJbgﬁC; (')Adglzll' C;?ggglgr?:”rzlgggtrgepa'rsescggté
evaluar su ensayo, de las que 31 contenian el Viruen brogteé casos esp oradicos, re reséntépel 34,6 %
de influenza A EN, y 113 el de influenza A del Y P il :

: P . del total de la positividad encontrada (tabla 2); sin
subtipo H 84 muestras contenian influenza tipo BY g nargq 1a circulacion mundial de este subtipo no
25 resultaron negativas, para 9,5 %.

_ at _ Estos autorege revelante, pero aunque raro, ha seguido en cir-
atribuyen la negatividad obtenida, a que ellos testa|acion2*

ron muestras almacenadas por mas de 5 afios, loque con respecto al tipo Bjubo un incremento

se evitaria con el estudio de muestras frescas; si Sgnportante en su circulacién durante estos afios, no
inoculan 200 pL por pozuelo, se homogenkiga  reportado anteriormente en Cuba, se comenz0 a ais-
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lar en 1993, representé en 1994 en 65,4 % de |dype and subtype of the influenza viruses starting from the
positividad de las muestras analizadas y caus6 bropasopharyngeal exudates or gargarisms.

tes importantes, situacién muy poco comuin en nues-

tro pais (tabla 2). E:‘
Al nivel mundial también se report6 la amplia p,

bject headings:ORTHOMYXOVIRUSES TYPE Alisolation &
rification;, ORTHOMYXOVIRUSES TYPE Blisolation &
rification; NASOPHARYNX/immunology; IMMUNOENZYME

distribucion de la actividad del virus influenza TECHNIQUES; EXUDATES AND TRANSUDATES; CELL
tipo B, laque ha ido en incremento a partir de 1993, CULTURE.

como ocurrié aqui.

En Alemania, Hong Kong e Iran, mas del 80 % gererenciAS BIBLIOGRAFICAS

de los aislamientos de brotes epidémicos pertene-
cian a este tipo, caracterizados como similares a |a
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