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RESUMEN

Introduccidn: los cambios genéticos frecuentes en los virus influenza tipo A y B,
que afectan los sitios antigénicos de las glicoproteinas de superficie (hemaglutinina
y neuraminidasa) constituyen la base de las epidemias y pandemias de influenza,
caracterizadas por elevadas cifras de morbilidad y mortalidad.

Objetivo: caracterizar antigénica y molecularmente en tipo y subtipo 10 cepas de
influenza tipo A aisladas en Cuba durante dos temporadas sucesivas (1984-1985 y
1985-1986).

Métodos: se emplearon las técnicas de inhibicién de la hemaglutinacién y un
ensayo molecular de reverso transcripcion-reaccion en cadena de la polimerasa
anidada.

Resultados: se confirmé por ambas técnicas, la caracterizacion de las cepas de
influenza dentro del subtipo A(H3N2). Todas fueron similares a la cepa pandémica
A/Hong Kong/1/68.

Conclusién: se demuestra que las 10 cepas de influenza que circularon en Cuba
durante las temporadas de 1984-85 y 1985-86, tenian una estructura antigénica
similar a la cepa pandémica A/Hong Kong/1/68(H3N2).
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cadena de la polimerasa.

ABSTRACT

Introduction: genetic changes which frequently occur in influenza viruses A and B
and affect the antigenic sites of surface glycoproteins (hemagglutinin and
neuraminidase) lie at the base of influenza epidemics and pandemics, characterized
by high morbidity and mortality rates.

Objective: carry out an antigenic and molecular characterization into type and
subtype of 10 strains of influenza type A isolated in Cuba during two consecutive
seasons (1984-1985 and 1985-1986).

Methods: use was made of hemagglutination inhibition techniques and a reverse
transcription nested polymerase chain reaction molecular assay.

Results: characterization of the study influenza strains as subtype A(H3N2) was
confirmed by both techniques. All were similar to pandemic strain A/Hong
Kong/1/68.

Conclusion: the ten influenza strains circulating in Cuba during the seasons 1984-
85 and 1985-86 were found to have an antigenic structure similar to that of
pandemic strain A/Hong Kong/1/68 (H3N2).

Keywords: influenza virus; hemagglutination inhibition; polymerase chain
reaction.

INTRODUCCION

Los virus influenza se consideran uno de los agentes causales mas comunes de
infeccion respiratoria entre los humanos. Estos virus son responsables de una
importante morbilidad y alrededor de 500 000 muertes anuales en el mundo.?

En Cuba, por ser un pais tropical, la infeccion por los virus de la influenza se
comporta como una enfermedad endémica que cursa con un comportamiento ciclico
de brotes epidémicos anuales y casos esporadicos durante todo el afo. Esta
infeccidn se registra asociada con la neumonia y constituye, en la actualidad, la
cuarta causa de muerte en todas las edades. Durante la década del 80 se notifica
un total de 3 777 defunciones,? cifra que asciende en el afio 2014 a 6 280
fallecidos, con tasas de 38,6 y 56,3 por 100 000 habitantes, respectivamente.3

La hemaglutinina (HA), una glicoproteina superficial y componente antigénico
principal de los virus influenza, es en la que se localizan los principales sitios
antigénicos, designados como A, B, C, D y E para el subtipo A(H3N2). Las
mutaciones que afectan estas regiones en los virus influenza A, especialmente la
HA puede inducir la evasion de la respuesta inmunolégica mediante la remodelacion
de los epitopes antigénicos, base para la frecuente reevaluacion de las cepas
estacionales, aquellas cuya circulacion se preve predominante, para su inclusion en
las vacunas de influenza* y junto a las cuales pueden cocircular otras cepas sin
llegar a diseminarse en toda la poblacién.
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La circulacion de estas cepas, antigénicamente diferentes a las vacunales de la
temporada, pueden generar brotes epidémicos severos de gran importancia
epidemioldgica, por encontrar bajos niveles de inmunidad en la poblacién, situacién
que desorienta al sistema de salud, si no se diagndstica oportunamente el agente
causal.

Este conocimiento alerta sobre la importancia de mantener una vigilancia activa de
los virus influenza para la deteccion temprana de estos virus, que permita orientar
el control y las acciones sobre la influenza en situaciones similares en el momento
actual.

La pandemia de 1968 (en Hong Kong), introduce en los humanos un nuevo virus, el
A(H3N2), producto del reordenamiento genético entre los virus humanos
circulantes con anterioridad y los virus aviares, asociada con cambios en la HA del
subtipo circulante, sin cambios en la neuraminidasa (NA). La pandemia de Hong
Kong ocasiona alrededor de 1-4 millones de muertes en el mundo.® Este subtipo
desde su emergencia circula hasta el momento actual.

El andlisis para la caracterizacidon antigénica en tipo y subtipo, se realiza de manera
tradicional por la técnica de inhibicién de la hemaglutinacién (IH),® que permite la
identificacion de las cepas circulantes o el reconocimiento de virus emergentes
capaces de provocar nuevas epidemias o pandemias, con diferentes grados de
severidad en el ambito mundial.

Desde la década del 80, la introducciéon de los métodos moleculares permite el
diagndstico de los virus influenza, por ser mas rapidos y sensibles para su
identificacion en tipo y subtipo.” La implementacién y realizacion de estos aporta
conocimientos complementarios a la identificacion antigénica y brinda una vision
mas amplia de las caracteristicas de los virus de influenza circulantes.

El objetivo de este trabajo es caracterizar antigénica y molecularmente en tipo y
subtipo 10 cepas de influenza tipo A aisladas durante dos temporadas sucesivas
(1984-1985 y 1985-1986).

METODOS
DISENO GENERAL

Se realizé un estudio retrospectivo de las caracteristicas antigénicas y moleculares
de 10 cepas de influenza aisladas en dos temporadas sucesivas (1984-1985 y
1985-1986), que se conservaron a -70 °C en el Banco de Cepas del Laboratorio
Nacional de Referencia de Influenza, Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri".

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CEPAS OBJETO DE ESTUDIO

Algunas de las principales caracteristicas de las cepas de influenza objeto de
estudio se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de las cepas seleccionadas, temporadas 1984-85 y 1985-86

Cepa

Afio Mes A(H3) Edad | Sexo Brote epidémico Esporadica Procedencia
1984-85 | Noviembre | 2594 20 F Centro Centinela /Escuela La Habana
5. Allende
1984-85 | Noviembre | 2600 23 M Centro Centinela /Escuela La Habana
5. Allende
1984-85 | Noviembre | 2601 25 F Centro Centinela /Escuela La Habana
S. Allende
1984-85 Diciembre 2902 41 M ® La Habana
Centro Centinela/ Glines
1985-86 | Marzo 820 13 F JEscuela-ESBEC G. Arocha (Mayabeque)
Centro Centinela/ Glines
1985-86 | Marzo 831 13 F /Escuela-ESBEC G. Arocha (Mayabeque)
1985-86 | Abril 929 12 F Brote en comunidad Cienfuegos
(Palmira)
1985-86 | Abril 932 42 F Brote en comunidad Cienfuegos
(Palmira)
. La Habana
1985-86 | Octubre 2436 50 F Brote en comunidad .
(Marianao)
1985-86 Octubre 2437 5 M M Hospitalizado/ Pediatrico La Hlabana
J. M. Marquez (Marianao)

Reqgistro: Laboratorio Macional de Referencia de Influenza, IPK. Cuba.
CEPAS CUBANAS A(H3N2) Y SUEROS HIPERINMUNES HOMOLOGOS

Las cepas cubanas utilizadas incluyeron a la A/Habana/1040/72,
A/Habana/2594/84, A/Habana/2600/84,A/Habana/2601/84, A/Habana/2902/84,
A/Glines/820 /85, A/Gliines/831/85, A/Cienfuegos/929/85,A/Cienfuegos/932/85,
A/Habana/2436/85, A/Habana/2437/85. Los sueros hiperinmunes correspondientes
a las cepas A/Habana/1040/72, A/Habana/2594/84, A/Guines/ 831/85, A/Habana/
2437/85, se produjeron en ratas Wistar (nacional/Instituto Nacional de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia).

CEPAS DE REFERENCIA DEL SUBTIPO A(H3N2) Y SUEROS HIPERINMUNES
HOMOLOGOS

Todas las cepas de referencia y sus sueros hiperinmunes (producidos en hurones)
fueron cedidos gentilmente por el Centro para el Control y Prevencidon de
Enfermedades de Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés). Las cepas
empleadas fueron la A/Hong Kong/1/68, A/Port Chalmers/1/73, A/Texas/1/77,
A/Bangkok/1/79, A/Filipina/02/82. Estas cepas representan la circulacion global de
las serovariantes del subtipo A(H3N2) incluidas en las vacunas estacionales desde
1974-1975 hasta 1985-1986.

CARACTERIZACION Y ANALISIS ANTIGENICO

Para la caracterizacién antigénica se utilizé la técnica IH, por micrométodo, de
acuerdo con el protocolo descrito por Palmer y otros.®
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Para determinar la relacidon existente entre las cepas circulantes estudiadas en
estas temporadas y su analogia con las cepas utilizadas, se realizé el andlisis de los
resultados segun el método propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS).8

Interpretacion: Este método se fundamenté en la relacion directa y proporcional de
los titulos de cada cepa, con los sueros patrones y el titulo homélogo de la cepa
patrén o referencia con su suero. Un aislamiento que reacciono6 frente a un
antisuero de referencia, con un titulo igual al obtenido en el virus homaélogo

=+ 1 dilucién, se considerd que tenia una relacién cercana con este virus. Mientras
que, un aislamiento que reacciond frente a un antisuero de referencia con un titulo
igual o mayor a 4 diluciones, se consideré con una diferencia antigénica significativa
0 poco relacionado con este virus.

CARACTERIZACION GENETICA

La extraccion del acido nucleico total se realizé a partir de 140 uL de liquido
alantoideo de cada una de las 10 cepas en estudio, mediante el estuche comercial
QlAamp®Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania), de acuerdo con protocolo descrito
por el fabricante. Este proceso se realizé6 de forma automatizada con el QlAcubeTM
extractor (QIAGEN, Alemania), segun protocolo del productor.

Los cebadores empleados para la para la TR-RCP fueron: PHA1+(5 GGG GTT AGC
AAA AGC AGG RG37); PHA11- (5" CAW CCR KCI AYC AKI CCW KIC CAI CC37).

Y para la RCP anidada los siguientes cebadores: H3 SSQ+ (5" GAC ACC ATG CAG
TGC CAA 37); H3 ASEQ- (5"CCC TCC CAA CCA TTT TCT AT 37).

La transcripcién reversa-reaccién en cadena de la polimerasa, se realiz6 mediante
el estuche comercial OneStep RT-PCR, siguiendo las instrucciones del productor
(catalogo 210212, QIAGEN, Alemania) y para la reaccién en cadena de la
polimerasa anidada se utilizé la enzima Amplitag DNA polimerasa (catadlogo FO0759,
Applied Biosystem, USA).

Las condiciones de ambos ensayos (TR-RCP y RCP anidada) se desarrollaron segin
los principios generales del método descrito por Ruiz-Carrascoso y otros, 2010.7

Se examinaron 10 pL de cada producto amplificado por corrida electroforética en
gel de agarosa (Sigma) al 2 %. La tincion de los geles de corrida se realizé con una
solucion de bromuro de etidio y las bandas fluorescentes se visualizaron en un
equipo transiluminador de luz ultravioleta (LKB, Suiza).

La identificacion de los productos amplificados se realiz6 mediante la comparaciéon
de la talla obtenida con un patron de peso molecular 100 pb, DNA ladder, Promega,
EUA.

La visualizacidon de una banda amplificada a una talla esperada de 1 100 pb para el
subtipo H3, se interpreté como un resultado positivo.
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RESULTADOS

La evaluacion de las caracteristicas antigénicas en tipo y subtipo de las 10 cepas
estudiadas por IH frente al panel utilizado, demostré gran similitud entre las cepas
de referencia, las cepas cubanas y los sueros hiperinmunes utilizados. En la tabla 2
se muestran los resultados obtenidos con las cepas de referencia y los 10
aislamientos estudiados por ambas técnicas, asi como las relaciones antigénicas
con las cepas de referencia y sus sueros homoélogos, titulos que fluctuaron entre
1:160 y 1:640; para las cepas cubanas fue de 1:320.

Al comparar las cepas objeto de estudio, con el suero hiperinmune A/Hong
Kong/1/68, se observé que 7 (70 %) de los 10 aislados (2594/84, 2601/84,
2902/84, 820/85, 929/85, 932/85 y la 2436/85) presentaron un titulo idéntico con
esta cepa de referencia y las otras tres mostraron una diferencia de una dilucién
menor (1:160) (tabla 2).

Tabla 2. Tipificacion de virus influenza aislados en el periodo 1984-1986,
utilizando las técnicas de inhibicion de la hemaglutinacion y reaccion en cadena de la polimerasa

Cepas de referencia Inhibicién de Ia_r helmaglutinacic':n TR-RCP
Subtipo AH3 Sueros hiperinmunes Cebador AH3
1 2 3 4 5 6 7 8 o 1100 pb

AfHong Kong/1/68 (H3M2) 320 | 160 < < < < 320 80 | 160 +
AfHabana/1040/72 (H3N2) 160 | 160 < < < < 160 < < +
AfPort Chalmer/1/73 (H3M2) < < 160 < < < < < < +
AfTexas/1/77 (H3N2) 160 80 160 | 640 | 160 < 80 < 80 +
AfBangkok/1/79({H3N2Z) < < | 160 80 | 320 < < +
A/Filipina/02/82(H3M2) < < 80 80 < | 320 < < +

Aislamientos
AfHabana/2594/84 320 80 160 < < < 320 | 320 | 320 +
AfHabana/2600/84 160 320 20 80 < < 160 | 160 160 +
AfHabana/2601/84 320 160 | 160 < < 320 | 220 | 320 +
AfHabana/2902/84 320 160 | 160 < < 320 80 | 320 +
A/Glines/820/85 320 160 80 < < 160 | 160 | 160 +
AfGUines/831/85 160 80 160 < < 160 | 320 | 160 +
A/Cienfuegos/929/85 320 160 80 80 < < 160 80 | 320 +
A/Cienfuegos/932/85 320 80 80 < < 80 80 | 160 +
AfHabana/2436/85 320 160 80 < < 160 | 160 | 320 +
AfHabana/2437/85 160 160 | 160 < < < 180 | 160 | 320 +

<=1:40,
Sueros hiperinmunes: 1. A/Hong Kong/1/68(H3N2); 2. A/Habana/1040/72 (H3N2); 3. A/Port Chalmer/1/ 73 (H3N2); 4. Af/Texas/1/77 (H3N2);
5. A/Bangkok/1,/79(H3N2); 6. A/Filipina/02/82(H3N2); 7. A/Habana/2594/84 (H3N2); 8. A/Glines/831/85 (H3N2); 9. A/Cienfliegos/932/85 (H3N2).
Registro: Centro Nacional de Influenza, IPK, Cuba.

Frente al suero hiperinmune de la cepa nacional A/Habana/1040/72 (H3N2)
(caracterizada con anterioridad como similar a la de referencia A/England/42/72),
con un titulo homodlogo de 1:160, se observé que seis cepas (2601/84, 2902/84,
820/85, 929/85, 2436/85 y 2437/85) inhibieron la hemaglutinacion en un titulo
igual al referido. Las otras cepas presentaron una dilucién por debajo (1:80);
similares resultados se observaron con la A/Port Chalmers/1/73(H3N2).

Cuando se confrontaron con las variantes A/Texas/1/77(H3N2) y A/Bangkok/
1/79(H3N2), y la A/Filipina /2/82 (H3N2) se observaron diferencias con respecto a
sus diluciones; la mayoria presentaron titulos con cuatro o mas diluciones de
reduccion, que reveld, en general, un cuadro de marcada diferencia antigénica
entre ellas.
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De forma general, siete de las cepas caracterizadas no presentaron grandes
diferencias antigénicas entre si frente a los sueros hiperinmunes nacionales
(2594/84, 831/85 y 2437/85), cuyos titulos oscilaron entre 1:160 y 1:320. Las
cepas 2902/84, la 929/85, ambas de La Habana, y la 932/85 de la provincia de
Cienfuegos, revelaron una minima diferencia antigénica (1:80) frente al suero
hiperinmune 831/85 y la 932/95 presentd este mismo titulo con el suero 2594/84
(tabla 2).

La TR-RCP indicé que, en su totalidad, las cepas estudiadas tenian una férmula
antigénica correspondiente a los virus de influenza del subtipo A(H3N2). Los
resultados obtenidos con la TR-RCP anidada, método que amplific6 un segmento de
la subunidad HA1, se correspondi6 con la talla esperada (1 100 pb) de los virus de
influenza A(H3N2) para los cebadores informados por Ruiz-Carrascoso y otros,
20107 (tabla 2).

DISCUSION

La pandemia producida por un nuevo virus de influenza, denominado como subtipo
A(H3N2), aparece en julio de 1968, en la ciudad de Hong Kong. Este virus, el
A/Hong Kong/1/68, surge producto del reordenamiento del subtipo A(H2N2), ya
circulante con anterioridad y la cepa aviar A/Duck Ukraine/1/63(H3N8), aislada
cinco afios antes de la aparicién de la cepa A/Hong Kong/1/68.5

El subtipo AH3N2 adn persiste su circulaciéon y a partir de su aparicion se registran
en el mundo multiples variantes antigénicas estacionales, que originan epidemias
anuales con diferentes grados de severidad o importancia epidemiolégica, variantes
que son incluidas en la vacuna antigripal estacional, la medida mas eficaz para la
prevencion y el control de la influenza.®

Hace varias décadas, el subtipo A(H3N2), se considera como el virus de influenza
predominante en el &mbito mundial, al que se atribuye la mayor mortalidad
causada por estos virus, cuando la influenza se asocia con la neumonia.t%:?

En enero de 1969 se aislan en La Habana las primeras cepas de influenza A,
tipificadas como A2, variante Hong Kong, clasificacibn empleada en esa época.
Ademas, se demuestra en los meses siguientes, la circulacién del virus pandémico
por evidenciarse en la poblaciéon niveles de anticuerpos anti-HA frente a estas
cepas.t?13

Una de las ventajas de la IH es la posibilidad de realizar la caracterizacién en tipo y
subtipo de los virus de influenza, asi como el establecimiento de un patrén
antigénico con respecto a cepas pertenecientes a la misma temporada o en las
sucesivas, asi como la deteccién de cepas reemergentes.®

Por otra parte, cada suero hiperinmune demostré un alto grado de especificidad
frente a su cepa homoéloga o de referencia, que permitié establecer la similitud o
diferencia de las cepas estudiadas con la cepa A/Hong Kong/1/68(H3N2) y sus
primeras serovariantes (tabla 2), resultados que se correspondieron con los
descritos por otros autores.14

Los datos de laboratorio y el andlisis derivado de la aplicacién del método
recomendado por la OMS desde 1971, vigente en la actualidad,® constituyen una
notificacion poco frecuente de cepas de influenza aisladas en tres lugares diferentes

.
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de Cuba que mostraron un patron antigénico similar con la cepa pandémica A/Hong
Kong/1/68 (H3N2), marcador genético del subtipo AH3 y sus primeras
serovariantes.

Durante la temporada 1983-1984, alrededor de 1 500 cepas de virus influenza se
caracterizan en los Centros Colaboradores de la OMS. El C.D.C. de Atlanta, Georgia,
notifica un 18 % de cepas relacionadas con las variantes antigénicas mas antiguas,
resultado que muestra una correspondencia parcial con los obtenidos en este
estudio, en el cual se demostro la relacién con la Hong Kong/1/68 y la A/Texas
/1/77.%6

En el transcurso de la temporada siguiente, 1984-1985, se caracterizan mas de

1 900 cepas de virus influenza por los Centros Colaboradores de Atlanta y Londres.
El 68 % corresponde con el subtipo A(H3N2). Esto constituyd un resultado
interesante porque el 4 % de estos aislamientos se acerco a la férmula antigénica
de las variantes mas antiguas del subtipo A(H3N2), similar a la obtenida en este
trabajo.”

Para responder a las interrogantes que plantean las infecciones emergentes y
reemergentes, se necesita comprension de las interacciones entre los patégenos
microbianos y sus hospederos, el impacto del medio ambiente y los factores
sociales en estas relaciones. La importancia de comprender estas interacciones
entre el hospedero-patégeno y su impacto estan subrayadas para los virus
influenza, su transmisioén a los humanos y la amenaza potencial e impredecible de
las pandemias que ellos producen y la reemergencia de cepas que han circulado.*®

Desde otro angulo, el origen de las cepas de retorno puede explicarse por la
posibilidad de que se mantengan en la poblacion infantil de forma subclinica o en
reservorios animales desconocidos hasta que por complejos mecanismos genéticos
y cambios producidos por la presién inmunoldgica selectiva del hospedero, se
originan nuevas cepas pandémicas o la reemergencia de cepas que ya circularon
entre los humanos.9:20

Ante el hecho singular de la circulacién de cepas similares a la A/Hong Kong/1/68,
investigadores cubanos realizan un estudio serolégico en una poblacion infantil
menor de 8 afios de edad, donde detectan anticuerpos especificos contra la HA de
la cepa pandémica y los aislamientos cubanos por IH, que demuestra la circulacion
de esta en dicha poblacion que por su edad indica un contacto reciente, con esta
variante antigénica en Cuba y apoya los resultados obtenidos.?!

En la literatura revisada se describen resultados similares en México, un area
geografica cercana a Cuba y que forma parte del corredor del Atlantico para aves
migratorias (reservorios de virus influenza),?? donde se informa en las temporadas
1980-81%% y 1983-8424 el aislamiento y la caracterizacién antigénica de cepas
analogas a la A/Hong Kong/1/68, lo que coincidié con este trabajo.

No se puede eludir la ocurrencia de otro hecho relevante, que puede tener
asociacién con la deteccidon de estas cepas en Cuba y es que, a partir de 1982, en
estudios ecoldgicos sobre la influenza, se registran aislamientos aviares de
influenza con férmula antigénica A(H3N8),2% que constituyen cepas recombinantes
naturales del complejo Hong Kong, como la A/Duck/Ukraine/1/63 (H3N8), virus
progenitor de la cepa pandémica A/Hong Kong/1/68 que pudo contribuir a
mantener esta cepa en circulacion hasta su aparicion en estos tres sitios de la
isla.2®
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Por otra parte, las técnicas moleculares para la caracterizacion de los virus
influenza marcan una nueva etapa en su vigilancia, debido a la rapidez y
especificidad que tienen en la identificacion de estos agentes.”

En el ambito internacional, esta documentada la tendencia continua e impredecible
de los cambios antigénicos y moleculares de la HA de los virus influenza, sobre
todo, la correspondiente al subtipo H3, que permite comprender las diferencias
entre las variantes producidas en las epidemias anuales, las pandemias, asi como,
dan a conocer la direcciéon de la evolucidon de estos virus, elementos necesarios
para un mejor control de la enfermedad en el mundo.

CONCLUSIONES

Se demuestra que las 10 cepas de influenza que circularon en Cuba durante las
temporadas de 1984-85 y 1985-86, tienen una estructura antigénica similar a la
cepa pandémica A/Hong Kong/1/68(H3N2).
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