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1. INTRCDUCCION

El virus de influenza es un agente que causa enfermedades respiratorias en el sei
humano; existen tres tipos del virus de influenza: A, B y C. siendo los tipos A v B los que
mas se encuentran circulando dentro de una poblacion; causando el primero pandemias y <l
segundo epidemias, debido a su rapida e impredecible variacion antigénica(15). Los eventos
mas dramaticos causados por el virus de influenza durante este siglo han sido tres
pandemias, de las cuales [a primera fue en 1918 y las otras dos en 1957 y 1968, Los tipos
de influenza que causaron pandemias se extendieron rapidamente alrededor del mundo y
causaron enfermedad en grupos de personas de fodas las edades. Cada una de estas
pandemias estuvo asociada con altas proporcienes de morbilidad, altas pérdidas
econdmicas, y. cn el caso de la pandemia ocurrida entre 1918 y 1919, existié¢ una alta
proporcton de casos fatales (42).

En la actualidad las infecciones por virus de influenza contintan provocando un alto
porcentaje de mortalidad y morbilidad, especialmente en personas de la tercera edad,
pacientes con enfermedades cronicas y nifios menores de 1 afio (3). Estudios
epidemiologicos realizados en el continente americano  indican que cerca del 5 al 20% de
la poblacién es infectada por el virus de influenza anvalmente. La mortalidad por neumonia
asociada a influenza es Ia causa de hasta 33% de las muertes totales de nifios menores de 1
afio y de hasta 27% de las de nifios de 1 a 4 afios (3). Ademds un alto porcentaje de las
personas de la tercera edad corren el riesgo de presentar complicaciones respiratorias,
principalmente neumonia, por haber adquirido influenza. Estas complicaciones pueden
causar desde una hospitalizacion hasta la muerte de las personas,

Debido a lo anterior es de vital importancia efectuar un monitoreo acerca de los
tipos de virus de influenza que se encuentran circulando dentro de una poblacién, para lo
cual se requieren de nuevas técnicas de diagnostico més eficaces, y sobre todo que nos
permitan aislar y por lo tanto identificar de foria inmediata a este virus, En la actualidad
uno de los sistemas que permiten el aislamiento y cultivo del virus de influenza es la
utilizacion de las lineas celulares, exclusivamente la linea celular MDCK (Mady-Darby-
Canine-Kidney) (22). Sin embargo, es importante contar con otras lineas celulares que
permitan la deteccién y propagacion del virus de influenza, lo cual ofrece ventajas en
cuanto al iempo de deteceién de una muestra positiva al virus de influenza y ta produccion
de vacunas; ya que aunque en la linea celular MDCK se pueden replicar cantidades
adecuadas del virus de influenza, debido a su origen, no existe licencia para destinar su uso
a la elaboracién de vacunas en humanos (19). Ademas, en estudios recientes se ha
observado que Ia utilizacién de centrifugacién o la incorporacion de tripsina al medio de
manlenimiento durante la inoculacidn de las células con la muestra, favorece la entrada del
virus a las células v acelera la aparicion del efecto citopatico (ECP) con lo cual se obtienen
resultados rapidos que son importantes para detectar casos positivos de influenza y asi
poder tomar a tiempo medidas de prevencion y control para evitar la aparicién de una nueva
pandemia (31).
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2, GENERALIDADES DEL VIRUS DE INFLUENZA

2.1 HISTORIA

El virus de influenza es un agente que causa enfermedades respiratorias en el ser
humano. Los primeios datos que se tienen del virus datan del afio 412 a.C. en cscritos de
Hipocrates en los cuales describe una epidemia causada por este agente. También existen
nuncrosos episodios que fueron desciitos en la Edad Media; y se tienen datos desde 1500
hasta 1800 colectados por Webster y Hirsch quienes proporcionan algunas caracteristicas
acerca de como ocurrieron las epidemias por este virus ¥ como éstas causaron un alto grado
de morbihidad v mortalidad entre a poblacién mundial(15).

La primera descripeion de influenza como una infeccion respiratoria aguda en seres
humanos, probablemente data de un brote ocurrido en la Corte de Elizabeth I Desde esos
ticmpos hasta la fecha. las epidemias y pandemias causadas por el virus de influenza lipo A
han continuado apareciendo en intervalos irregulares e tmpredecibles, alcanzando un pico
en este siglo con la pandemia de 1918, conocida como la “Influenza Espaficla” la cual
causo 20 millontes de muertes en el mundo entero en un periodo de entre 2 y 3 afios. Otras
pandemias de importancia listorica son la pandemia de 1958 conocida como la “Influenza
Asiatica” v la de 1968 conocida como [a “Influenza de Hong Kong” (45).

Para completar la historia de la influenza en seres humanos, debemos resaltar gue en
1920 Richard E. Shope mostrd que la influenza porcina pedria ser transmitida por medio
de moco filtrado lo cual sugirid que el agente causal era un virus (15); y que el primer
aislamiento de laboratorio fue en el aio 1932.

Para 1932. mucha gente estaba convencida de que habia un virus responsable de la
influenza v otro que causaba el resfriado coman. En esos dias, el cultivo de tejidos estaba
en su infancia y los virus cian aislados inyectando filtrados libres de bacterias en animales
de experimentacion. El consejo de Topley. fue el de realizar filtrados a pariir de lavados de
sarganta de pacientes con influenza e inocularlos en una gran variedad de animales. Por su
parte Laidlaw habia cmpezado a utilizar hurones para una serie de estudios de valoracién
sobre ¢l distemiper canine, y. como resultado o no, de la platica con Topley; Laidlaw, junto
con Wilson. Smith y Andrew. empezaron a trabajar ese invierno utilizando hurones como
animates de experimentacion obteniendo buen éxito. Los hurones inoculados
intranasalmente  desarrollaron una enfermedad respiratoria aguda febril, la cual fue
contagiosa para sus camadas. Otros animales, incluyendo conejos y puercos parecian ser
inmunes contra la infeccidn.

Existe una anécdota la cual nos cuenta que la influenza fue transmitida de un hurén
infectado a uno de los cientificos més jovenes (Sir Charles Stuart-Harris) al cual se le tomo
una muestra ¥ ek virus fue reaislado para obtener la cepa clasica WS del virus de influenza
A Mas tarde se encontrd que la infeccién podia ser transmitida attificialmente de hurones
a tatones. induciendo en algunos de los casos una neumonia fatal.  FEstos hallazgos
dirtgieron a un progreso rapido cn los conocinientos de las propicdades inmunolégicas y
patologicas del vitus de influenza. En 1940, un segundo virus fue aislado: y. se encontrd
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dirigieron a un proareso rapide en los conocimientos de las propiedades inmunoldgicas v
patologicas del virus de influenza. En 1940, un segundo virus fue aislado; y, resulto ser
diferente en su estructura antigénica al comparario con las cepas de 1933 (16). Este virus
fue posteriormente 1lamado virus de influenza B, para distinguirlo de el descrito por Smith
v sus colegas en 1935, Un tercer tipo, el virus de influenza C, fue aislado en 1949 por
Tavhor (45).

En 1940 Burnet descubrié que el virus podia crecer en la cavidad amnidtica y el
liquido alantoideo de embriones de pollo, lo cual sugirié una alternativa nueva para el
aislamiento v culiivo del virus. Este método dirigio el descubrimiento de [as propiedades
hemaglutinantes del virus (23), y el uso de técnicas de inhibicidn de la hemaglutinacién
para su estudio serolégico. Estas dos técnicas simples han contribuido de gran manera al
conoctmiento del virus de influenza. Maids farde un trabajo bioquimico realizado por
Gottschalk en 1957, mostré que el virus de influenza contiene una enzima neuraminidasa,
la cual. junto con la hemaglutinina (HA) es el componente antigénico mas importante de la
particula viral.

A partir de esa fecha, se han llevado acabo avances acerca de la naturaleza y
descripeion del RNA viral, lo cual explica la habilidad presente en los genes virales para
reaparccer con cierta frecuencia(32); se han descubierto compuestos antivirales que inhiben
la replicacion del virus: entre elios podemos citar a la amantadina y rimantadina (10); y mds
recicntemente se ha descrito la secuencia completa de el genoma del virus.
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2.2 CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae (del griego myxa que
significa “moco™) {15); y se encuentra dividido en tres tipos con base a la antigenicidad
presentada en sus nucleoproteinas y proteinas de la matriz; los cuales son conocidos como:
AByC

a)¥irus de la influenza tipo A: perienece al género fnfluenzavirus. Infecta a una gran
proporcién de animales de sangre caliente, principalmente aves y  mamiferos, entre ellos
el humano. Es el virus responsable de las pandemias debido a su gran variacion antigénica y
se encuentra dividido en subtipos con base a las diferencias de dos de sus proteinas virales
Hamadas: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA).

b)Virus de la influenza tipo B: pertenece al género Influenzavirus. Infecta tinicamente
llumanos y suele provocar epidemias y enfermedades respiratorias que casi siempre ocurren
durante el invierno.

¢)Virus de 1a influenza tipo C: pertenece al género Influenza C. El humano es fambién su
tnico hospedero. Se presenta en forma asintomdtica y cuando llega a causar enfermedad es
de forma muy ligera. No causa epidemias y por lo mismo no tiene tanto impacto como Ia
influenza tipo A o tipo B,

La Organizaciéon Mundial de la Salud ha fijado reglas de nomenclatura que actualiza
periddicamente sobre la base de nueva informacidn. La nomenclatura de los virus de la
influenza se basa en su tipo antigénico y en informacién epidemioldgica, que incluye
huésped original, lugar y afo de aislamiento. Para el virus de influenza A, una descripcidn
antigénica sigue a la designacion de cepa e indica el caracter antigénico de los subtipos de
hemaglutnina y neuraminidasa (28), Asi pues los virus de la influenza son designados de la
siguiente forma: primero ¢l tipo de virus (A, B o C); segundo €l hospedero (por acuerdo, si
¢l hospedero es el humano no se escribe); tercero ef lugar de aislamiento; cuarto el niimero
de aislamiento y quinto el afio de aislamiento. Cada designacién es separada con
diagonales. Para el caso del virus de influenza tipo A; los subtipos HA y NA son
designados entre paréntesis (HxNy), Ejemplo:

ASSingapore/6/86(HIN1).
A/SwinefTowa/1 5/30(H3N2).
B/Beijing/184/93.



2.3 ESTRUCTURA VIRAL, COMPOSICION Y MORFOLOGIA

El virus de influenza es un virus envuelto, de nucleocipside helicoidal y
pleomérfico, ya que al observario al microscopio después de inocularlo en diveisos
sistemas de cultive alsunas cepas las observamos de forma esférica y otras son
extremadamente heterogénsas en cuanto a forma, longitud y filamentos. El vis de
influenza tiene un didmetro de 80 a 120nm y su nucleocapside mide de 6 a 9nm de diametro
{27).

En el presente trabajo describiremos las caracteristicas morfolégicas del virus de
influenza tipos A y B; del virus de influenza tipo C no se daran las caracteristicas ya que no
tienc la misma importancia clinica que los anteriores.

El virus de influenza tipp A o B es un virus con un material genético tipo ARN
negative de una sola cadeng, el cual se encuentra segmentado en ocho partes, cada una de
las cuales codifica para proteinas tanto funcionales como estructurales {Tabla 1). Los
segmentos del material genético del virus se encuentran envueltos por las nucleoproteinas
(NP) formando el complejo Ribonucledtido-protéico {(RNP). El complejo RNP se
encuentra rodeado por una membrana donde la proteina de matriz {M1) constituye una parte
integral. También encontramos dentro de la particula viral tres proteinas con actividad de
polimerasa (PA, PB1 y PB2) las cuales son responsables de la replicacién y transcripcion
del ARN. Ambos virus codifican proteinas no estructurales denominadas NS1 y NS2, la

primera Ja encontramos tanto en el virion como en células infectadas; mientras que la
segunda solo se encuentra en el virion. (27)

Tabla ], Productos del genoma del virus de influenza.
Producte  del Peso - Caracteristicas estructurales y funcionales
Molecular oL

- Actividad de transcriptasa y en la iniciacion de la
transcripeidn. Proteina bésiea.
Actividad de transcriptasa ¥ endonucleasa.
- Actividad de transcriptasa y en la elongacion de la
: zadena. Proteina 4cida.
Trimero, principal componente antigénico €l cual une
_ alvirus con la célula
Envuelve el ARN en el RNP fosforilado
Tetrdmero involucrado cn la liberacion del virus
"7 Proteina def core viral.
" Canal i6nice, facilita el desnudamiento del virus,
. Péptido . Se desconoce su funcidn
Proteina no estructural de funcién desconocida
- P w2a - Protefna no estructural de fiacidn desconocida.
.\mdlﬁcado de Karl A. Broksiad: A S'hm.f Introduction to Influenza, 1998




La superficie del virus de influenza presenta proyecciones superficiales que miden
de 8 a 10 nm de largo v se encuentran situadas a intervalos de 8nm (28). En el virus de
influenza tipo A, estas proyecciones corresponden a tres proteinas que son: la
hemaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA) y componentes de la proteina M2; esta ultima
proteina esta presente solo en cantidades pequefias y no se encuentra en cepas de influenza
tipo B. Fig. 1

Fig. 1. Esquema del virus de influenza. Fields, BN. Virology. 1996,




A continuacién sc describirdn las principales caracteristicas funcionales s
estructuiales de las proyecciones del virus, ya que éstas son impaortanies para su diagnoslico
¢ infeccion

1.3 1 Hemaglutinina

Se conoce como hemaglutinina (HA) por la habilidad del viwus para aglutinar
eritrocitos mediante la union al acido sialico contenido en la célula del hospedero. Es una
proteina que se presenta en la superficie viral como proyecciones en forma de aguja. Cada
una de las proyecciones tiene un tallo hidrofobico de 25 - 28 aminoacidos por medio del
cual se ancla a la membrana del virus. Segin estudios realizados en el microscopio
clectrénico se pueden tener cerca de 500 de éstas proyecciones en un solo virus. Mide
aproximadamente 3nm en su exfremo mas ancho y su extremo estrecho se encuenira
insertado en la membrana lipidica (45).

La HA tiene un peso molecular de 77 00 v es un trimero de subunidades idénticas.
cada una de las cuales comprende dos glicopolipéptidos unidos por un puente disutfuro los
cuates son conocidos como HA, (328 a.a) y HA; (221 a.a) (7). La estructura trimérica de
fa molécula HA esta conformada de dos distintas regiones: una region larga fibrosa que
contiene residuos tanto de HA» como de HA,. presenta estructura de a-hélice que le sirve
de anclaje a la membrana del virus y una region globular en forma de hoja -plegada la cual
contiene ¢l sitio de reaccidn con los eritrocitos v el determinante antigénico.(44). Fig 2.

Sus funciones principales son las siguientes:

1. La HA se une a el 4cido sidlico contenido en los receptores de la superficie celulares.
contribuyendo de esta forma a la adhesién de la particula viral con la célula del
hospedero.

. La HA es responsable para la penetracion del virus dentro del citoplasma celular al
mediar la fusidn de la membrana con la particula viral y formar el endosoma para que
posteriormente se pueda liberar ka nucleocapside viral en €l interior de la célula.

. Es el antigeno prncipal del virus que proveca la produccidn de anticuerpos
neutralizantes. Se encuentra asociada con la aparicion de las epidemias por influenza ya
que presenta cambios en su esiructura antigénica (19},
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membrana

Fig. 2. Esquema del trimero de HA, el cual muestra los sitios de adhesion a los
carbohidralos. el sitio de unién con el receptor y el anclaje a la membrana del virus. Wilson
A Structwre of the haemagglutinin membrane glveoproiein. 1989,

2 3.2 Neuraminidasa (NA)

La NA es un homotetramero cuyo peso molecular es de 220 000. Tiene forma de un
hongo por lo cual cuenta con un tallo y una cabeza {I5). Cada proyeccion en forma de
hongo mide 8 nm de largo. Posee dos dominios hidrofébicos, uno permite el anciaje a la
membrana del virus y el otro (insertado en medio de una de sus subunidades) contiene el
sitio activo enzimatico y el determinante antigénico. La cabeza de la molécula tiene forma
de caja con un modelo proteico finico. Cada mondmero tiene 6 hojas B-plegadas, y cada
hoja PB-plegada contiene cuatro cadenas polipeptidicas (43).

Sus funciones principales son las siguientes:

1. Actividad biologica removiendo el acido sidlico de las glicoproteinas y  principal

determinante antigénico que dirige la variacion antigénica.

2. La neuraminidasa (acilneuramil-hidrolasa, EC 3.2.1.18) cataliza la ruptura del enlace o-
cetosidico entre un acido sidlico terminal y una D-galactosa o D-galactosamina
adyacentes.

. Permite el transporte del virus a través de la capa de mucina presente en el tracto
respiratorio, habilitando al virus para encontrar ¢l camine a la célula blanco (15).

L



2.4 CICLO DE REPLICACION

{a penetracion del virus de influenza a la célula ocurre por un proceso denominade
endocitosis mediada por un receptor; en el cual, la HA del virus se une a los residuos de
icido sialico presentes en las glicoproteinas o glicolipidos de la superficie celular
ccurniendo 1a fusion v la formacién del fagosoma. La NA no se requiere en el proceso; sin
embargo se cree puede estar disminuyendo el pH a través de su actividad hidroasa la cual
pramueve el proceso de penetracion del virus a la eélula (15).

Lina vez que el virus se encuentra dentro de la célula en el fagosoma. éste se une con
los lisosomas provocando ia acidificacion del fagolisosoma y activando las proteasas v
lipasas, las cuales. van a destruir la envoltura del virus y el ARN viral (ARNv) es liberado.
I ARNv liberado migra hacia el nicleo en donde se Hevara a cabo la transcripeion y
rephicacion del virus.

La transcripcién del ARNv requiere enzimas tanto del virus como del huésped.
Para las primeras fases de la multiplicacion del virus es necesaria la presencia del ADN
funcional del huésped.

Como ya se menciond el virus de la influenza contiene una ARN-polimerasa
dependiente de ARN (ARN-transcriptasa) dentro del viridn para transcribir los segmentos
ARN virales en los ARN mensajeros. La asignacion de las proteinas virales a las
actividades de la ARN-transcriptasa no es precisa, pero se sugiere que su actividad de 1a
transcriptasa viral requiere de las proteinas P1 y P3 funcionales, mientras que la actividad
de replicasa requiere también de las proteinas P2 y NP activas para la sintesis de nuevas
cadenas negativas del ARNv. En las células infectadas se forman dos clases de ARN
complementario (ARNc): 1) Transcripciones incompletas poliadeniladas de los ARN
virales que estan asociados con polisomas y sirven de ARNm, y 2) transcripciones
completas no poliadeniladas, que son los modelos para los ARN virales.

La transcripcion primaria del virus dentro de la primera hora de infeceidn, puede
ocurrir sin sinlesis proteica y sélo produce ARNm. La replicacion de los ARNc no
poliadenitados requiere de la sintesis de las proteinas virales, aparentemente para modificar
la. ARN-polimerasa y permitic la produccion de copias completas. Los ARN
complementarios son predominantes durante las 2 a 3 primeras horas de la infeccién y
después predominan los ARN virales. Ambas clases de ARN complementarios y los ARN
wnales se forman separadamente para cada segmento de ARN viral a través de las
habituales formas de replicacion intermediarias. Los ARN virales son posiblemente
sinletizados en el ndcleo (9).

La nucleocapside es sintetizada en el citoplasma y rdpidamente transportada al
nicleo. donde se encuentra una cantidad significativa de ARNv. A continuacion la
nucleocapside se desplaza hacia el citoplasma y emigra a la membrana celular. Las
proteinas A v NA permanccen en el citoplasma durante toda [a replicacidn.



Unas cuatro horas después de la infeccion la proteina M viral se asocia con la
supzrficte interna de la membrana plasmética celular v zonas aisladas de la  membrana
aumentan de grosor € incorporan moléculas de HA y NA, que sustituyen gradualmente las
proteinas del huésped en estos segmentos. Cuando segmentos de la nucleocipside
helicoidal inciden sobre la membrana alterada, ésta sufre una gemacion y forma particulas
virales que son Jiberadas a medida que van siendo completadas (9). Fig 3.
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Fig 3. Ciclo de replicacion del virus de influenza. Fields, BN, Firofogy 1996.



2.5 PATOGENESIS EN HUMANO

El virus de la influenza se transmite de persona a persona por medio de acrosoles; es
decir, por gotitas de saliva producidas por un enfermo al estornudar o toser. Lste virus
puede entrar al cuerpo a través de las mucosas de ojos, nariz y boca.  Después de que una
persona ha sido infectada con el virus, la infeccion puede transmitirse 3 o 4 dias después de
ia aparicion de Jos sintomas (27).

Al entrar el virus al huésped ocasiona cambios en el tracto respiratorio, tanto en el
superior como en el inferior. Los cambios incluyen inflamacién aguda difusa de la laringe,
traquea y bronquios: observandose también inflamacién de las mucosas v edema. Una vez
dentro del tracto respiratorio, el virus se deposita en las vias respiratorias inferiores,
ocasionando transformaciones en las células ciliadas que incluyen: pérdida de los cilios,
aumento en €l niimero de vacuolas e hinchazén. Se presenta también edema submucosal e
hiperemia con infiltracion de neutrdfilos y células mononucleares. El antigeno viral se
presenta predominantemente en células epiteliales y mononucleares, Después de 3 a 5 dias
del comienzo de la enfermedad, la mitosis se inicia y con ello empieza la regeneracion del
epitelio.  Durante este tiempo un proceso de regeneracién y necrosis celular puede
presentarse simultineamente. La recuperacion completa del epitelio puede ocurrir un mes
después de que aparecen las anormalidades en el funcionamiento del pulmén o presentarse
hasta que el paciente se recupera de los sintomas de la fase aguda (27).

2.5.1. Caracteristicas Clinicas
2 5.1.1. Adultos

La infeccién por el virus de influenza puede transcurrir en un rango que va desde la
aparicién de una respuesta clinica con sintomas, una forma de infeccidn asintomitica, o
una neumonia primaria viral que puede progresar rapidamente a una enfermedad que traiga
consigo fatales consecuencias. El periode de incubacion oscila entre 24 horas hasta 40 5
dias, dependiendo de la dosis de virus que penetra y el estado inmune del hospedero. El
comienzo de la enfermedad es por lo general abrupto y va acompafiado de dolor de cabeza,
escalofrios, y sequedad en la garganta, a lo cual sigue la aparicion de una fiebre alta (39-
40°C), mialgias y anorexia. La tos puede estar acompaiiada de espasmos y dolor. El signo
mas tipico de la infeccidn es la presencia de Ia fiebre, que en ocasiones puede llegar hasta
los 41°C después de 24 horas de haber adquirido la enfermedad. La fiebre empieza a
disminuir al segundo o tercer dia de que comenzd la enfermedad. La mayoria de los
estudios epidemiolégicos indican que desaparece en el sexto dia y tiene una duracién media
de 3 dias. En un pequefio nimero de casos se llega a presentar un periodo secundario febril

{tn

Puede presentarse también, anormalidades en conjuntiva como infecciones o un
laprimeo excesivo de la misma. Todos los sintomas pueden acompafiarse de obstruccion
nasal. rinorrea y estornudos.



Conforme la fiebie va disminuvendo. fos signos y sintomas 1espiratorios como la
imenica sy la tos pueden llegar a intensificarse  La fos cambia frecuentemente a una os seca
gue produce minimas caniidades de un esputo. el cual es mucoide y puede llegar a ser
pusulento Después de que la fiebre y los sintomas en el traclo superior respiralorio
desaparecen, la tos ¥ la debilidad persisten 1 a 2 semanas mas. La influenza es més
frecuente v duradera en personas fumadoras (20).

2.5.1.2 Nifios:

Las manifestaciones clinicas en nifios son similares a las observadas en adultos, pero
existen algunas diferencias entre estos dos grupos de edades. En los nifios la ficbre llega a
producir convulsiones. Al menos ¢l 14% de la fiebre esta asociada con los sintomas del
tracto rtespiratorio.  Los nifios(especialmente los menores a 3 afios) presentan una gran
incidencia de manifestaciones gastrointestinales como el vémito y el dolor abdominal. En
neonatos aparece una fiebre inexplicable que puede tener consecuencias fatales. La otitis
media. el crup. ¥ la miositis son frecuentes

E< importante hacer mencidn de que los virus de influenza A y B son principalmente
responsables de enfermedades graves del tracto respiratorio inferior en nifios {3). Estudios
realizados en nifios muestran que el virus de la influenza, principalmente el tipo A, es causa
importante de  lanngotraqueobronguitis {crup). neumeonia, faringitts y bronquitis. En la era
del virus de influenza tipo A, cepa H2N2, se asocid con el 8% de presencia de crup y todos
¢stos casos requirieron de una hospitalizacidn. En la era del virus de influenza tipo A, cepa
HI3N2 se presentd un 24% de nitios con crup. El crup se presenta generalmente en nifios
menores a un afio de edad. La influenza asociada con ¢l crup es grave, severa y en la
maxoria de los casos los nifios deben permanecer intubados (6).



232 Complicaciones

2 321 Complicaciones ¢n ¢l tracto respiratorio supetior:

Las infecciones por el virus de la influenza aumentan el riesgo de desarrollar otitis
media. sobre tode en nifios. Aproximadamente un 12% de los nifios que adquieren la
influenva desairalian esta complicacion. De un 24 a un 33% de los nifios hospitalizados
por la enlermedad también la presentan (27).

2.3 22 Complicaciones en el tracto respiratorio inferior:

Dos diferentes sindromes de neumonia severa pueden ser consecuencia de una
infeccién por influenza ya sea en niiios o en adultos:

a} Newmonia primaria viral:

La neuwmonia primaria viral se presenta en individuos de alto riesgo entre los cuales
tencmos: personas de la tercera edad o pacientes con enfermedades cardiopulmonares.

Fl caso tipico de esta enfermedad se desarrolia abruptamente despuds del comienzo
de la infeccién por influenza y progresa dentro de las 6 a 24 horas a una neumnonia severa
caracterizada por una respiracion rdpida, taquicardia, cianosis (en 80% de los pacientes),
fichre alta {(mavor a 40°) ¢ hipotension. La enfermedad progresa rdpidamente a una
hipoxenua v muerte dentro del primer y cuarto dia; la presencia de taquipnea y cianosis
pronostica una consecuencia fatal. Los hallazgos patoldgicos en la traguea y bronquios son
sinulares a los observados duranie la enfermedad sin complicaciones, sin embargo se
presenta bronguiolitis,

La neumonia presentada es una neumonitis intersticial acompafiada de hiperemia
severa y ensanchamiento de las paredes alveolares con infiltracién de leucocitos, dilatacion
capilar y trombosis. Las paredes alveolares llegan a desprenderse del epitelio. El edema y
exudado intraalveolar estdn presentes; las membranas hialinas cubren las paredes
alveolares: ¥ ocurre entonces una hemorragia intraatveolar. La necrosis ocurre con ruptura
de las paredes de los alvedlos y bronguiolos.

l.os sobrevivientes pueden desarrollar fibrosis intersticial difusa con una
thsminucion en la capacidad de difusion del mondxido de carbono y en 1a tensién arterial de
oxigeno (13)



b) Nctumonia bacteriana v viral.

Ls tres veces més comin a la neumonia primaria viral; y se presenta debido a la
pérchida de la capa mucociliar.  Las bacterias  involuciadas son principalmente:
Streptococens  prneumoniae,  Staphylococcus  aurens  y  Haemophylus  nfluenzae.
Clinicamente. este sindrome es indistinguible de la neumonia primaria viral, a excepcion de
yue los sintomas de newmonia aparecen un poco después del comienzo de los sintomas de
influenza. El rango de casos fatales para ambos sindromes es de un 10 a un 12%. Sin
cmbargo. la coinfeccion con Staphylococeus awreus tiene un mayor rango de fatalidad que
puiede estar por airiba de un 45% (15).

2.5.2.3 Manifestaciones extrapulmonares de Influenza:
a) Viremia

Es poco comin en la infeccion por el virus de influenza. El virus s¢ ha aislado de
sangre en muy bajas cantidades al cuarto dia del comienzo de la enfermedad. En una
infeceidn natural o experimental , se ha recuperado el virus a partir de sangre durante el
primer al tercer dia del periodo de incubacidn pero no después. El virus fue detectado en
minimas cantidades en la sangre de dos pacientes con neutmonia viral primaria fatal o al
sexto dia después del comienzo de la enfermedad, y fue recuperado a partir de necropsia del
higado v bazo de uno de los pacientes. En resumen la presencia de viremia ha sido probada
porque ¢l virus estuvo presente en titulos bajos de tejidos extrapulmonares tales como
corazdn. higado, bazo, rifidon y meninges obtenida de pacientes muertos por neumonia (13).

b) Miositis

En nifios, la miositis se localiza en log musculos, y esta caracterizada por dolor al
carinar - Tiene un comienzo como una enfermedad respiratoria disminuida; los mésculos
se encuentran hinchados; los niveles de enzimas musculares se encuentran elevados: el
curse de la enfermedad es cominmente benigno vy reversible. Puede presentarse necrosis en
el musculo v un infiltrado celutar inflamatorio.

En adultos, se presenta dolor generalizado y debilidad muscular, aumento en los
niveles séricos de enzimas musculares, mioglobinemia y mioglobinuria. Una falla aguda
renal puede scguir a esta forma de enfermedad. La patogénesis de la miositis permanece
incierta. La necrosis de tas célutas musculares puede o no presentar inflamacion (15).



¢1 Sindrome de Reye

Es una enformedad metabélica vy neuroldgica que se presenta en nifios vy
adolescentes  Esla caracterizada por una encefalopatia no inflamatoria progresiva, la cual
e acompaiia de infiltracion de grasas procedentes de visceras. principalmente higado, y que
tesulta en una disfuncion hepdtica severa. lo cual esta indicada por el aumento en los
valores de transaminasas séricas v amonio.  La administracion de dosis terapéulicas de
~sahicilatos es un factor de riesgo paia ¢! desarrollo de éste sindrome (1), El comienzo de los
sintomas hepaticos v del Sistema nervioso central (SNC) inician cuando se presenta una
disminucion de los sintomas en el tracto respiratorio. El rango de casos fatales varia y se ha
estimado eatre un 22 v 42% (16).



2.6. DIAGNOSTICO

51 diagnostico de presuncion de influenza puede establecerse {rccuentemente
basindosc en consideraciones clinicas y epidemiologicas.  Por regla geneial. la
confirmacion por el laboratorio de un diagnéstico clinico es demasiado costosa para casos
ndis iduales o esporadicos, pero se emplea para confirmar la presencia del agente en la
comunidad, determinar su tipo especifico y realizar estudios epidemiologicos. El
diagndstico puede establecerse por fres procedimientos generales: 1) aislamicinto del virus,
2) demostacion del aumento de anticuerpos especificos: 3) presencia de antigenos
especilicos en las células de las vias respiratorias de las secreciones nasales. gargarismos o
exudado faringeo (9).

El aislamiento del virus se realiza frecuentemente inoculando secreciones nasales y
faringeas en el saco amnidtico de embriones de pollo de 9 a 10 dias de edad. Tras la
incubacién. durante 2 o 3 dias, la presencia del virus puede comprobarse en el liquido
amnidlico o alantoideo por prugba de hemaglutinacion. Para detectar los virus de influenza
A y B se utilizan eritrocitos de humano tipo O Rh positivo o de pollo. Para el aistamiento
del virus de la influenza pueden usarse también células de rifién de perro (MDCK). Cuando
los aislamientos de virus en cullivo celular tienen un titulo de hemaglutinina
constantemente bajo. puede ser ventajoso su pasaje a huevos para elevar ef titulo viral. Los
virus recién aislados. tanto en embriones de pollo como en cultivos celulares. son
tipificados regularmente por medio de pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion.
sirviéndose de antisueros normalizados. Fig 4.

{.as técnicas inmunologicas constituyen los métodos utilizados mas frecuentemente
para el diagnostico de la infeccion por influenza (15). Considerando que la mayoria de las
personas lienen anficuerpos para los virus de influenza ya en el momento de la infeccion, es
esencial demostrar un incremento de anticuerpos mediante comparacién de los titulos de
muestras de suero obtenidas durante la fase aguda y de convalecencia de la enfermedad. La
técmca de inhibicion de la hemaglutinacion es la mas utilizada para este objeto.

Las técnicas de inmunofluorescencia proporcionan un método para establecer el
diagnéstico de influenza cuando ¢l pacicnte se encuentra aun en la fase aguda de la
enfermedad. El procedimiento exige sélo un examen de células descamadas de la regién
nasofaringea. tras su rcaccion con anticuerpos conjugados con fluoresceina: el examen
revela la presencia de antigenos especificos (9).



Mueslra clinica
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Fig 4. Esguema de la metodologia seguida para el diagndstico de virus de influenza.

Abreviaturas:

MBDCK: células de rifion de perro; EP* embrién de potlo; ECP: clecto

citepatico: HA: hemaglutinacion; G.R.:Globulos rojos: C.C.: cultivo celular: [HA:
inhibicion de fa hemaglutinacion. Modificado de Lennete. HE. Manual de Microbiologia

¢ linica 1987.



2.7 PREVENCION ¥ CONTROL

[:xisten dos medidas disponibles las cuales reducen el impacto de influenza;

2.7 ! La mmunoprofilaxis: la cual involucra el use de vacunas.
2 7.2 Quumieprofilaxis: involucra el uso de farmacos antivirales,

2 7.1 Inmunoprofilaxis (Vacunas):

l.a vacuna disponible es una vacuna trivalente la cual contiene dos cepas de
mtluenza tipo A (HINI, H3N2) v una cepa de influenza B. Esta vacuna varia afio con afio
debido a los cambios antigénicos del viius; y es propuesia en base a estudios
epidemiolégicos que son registrados por la Orpanizacién Mundial de la Salud la cual
determina que cepas virales comprenderd la vacuna; asi pues. se tienc que para ia
temporada de 1998-1999 las cepas vacunales son: Influenza A/Sidney/3/97(H3N2).
A/Beijing/262/95 (HIN1) y B/Beijing/185/93.

Independientemente del tipo de cepas vacunales, existen dos tipos de vacunas

a) Vacuna inactivada: es reatizada a partir de virus crecidos en embrién de pollo y puede
ser de dos tipos: una con el virus completo, la cual proporciona mayor inmunogenicidad
\ otra que contiene al virus fraccionado. La inactivacién de la vacuna se logra por la
utilizacidn de formaldehido o B-propiolactona seguida por disgregacion con detergente
Para la que contiene al virus fraccionado se requiere de una purificacion adicional de las
gheoproteinas de superficie.  Su administracién es por via parenteral; principalmente
intramuscuiar y se aplica una sola dosis.

3]

Vacuna atenuada. se obliene a partir de varios pases en cultivo o por un rearreglo
genético con una cepa menos patogénica (A/Amn-Arbor/6/60 (H2N2)). Su
administracién es via oral o intranasal y se encuentra en proceso de evaluacion (45).

[.a mayoria de los nifios y adultos jovenes desarrollan altos titulos de anticuerpos
inhibidores de hemaglutinina postvacunacion. Estos titulos protegen contra la enfermedad
causada por cepas similares contenidas en la vacuna o varianies relacionadas que pueden
surgir durante los brotes. Personas mayores y con enfermedades crénicas pueden
desarrollar hajos titutos de anticuerpos a comparacidn de los anteriores, e incluso pueden
quedar susceptibles; sin embargo, la vacuna previene en estos casos de enfermedades del
tracto respiratorio o complicaciones secundarias y por lo tanto reduce el riesgo de su
hospitalizacton y muerte.

La vacuna debe aplicarse a partir de octubre y hasta la mitad de noviembre para el
hemisferio norte. y. en abril v mayo para el hemisferio sur. Debe repetirse anualmente
debido a los cambios antigénicos que presenta el vitus en su supetficic y es de primordial



importancia aplicarla en grupos de alto riesgo los cuales estin dados en base a las
complicaciones de salud que puedan presentarse. Estos grupos son:

. Personas mayores de 65 afios de edad.

. Residentes de casas de ancianos y cuidados crénicos.

. Nifios y adultos con enfermedades cronicas, pulmonares y cardiacas.

. Personas con enfermedades metabolicas cronicas, incluyendo diabetes, enfermedades
renales, hemoglobinopatias e inmunosuprimidos.

. Personas de 6 meses a 18 afios de edad a los cuales se les de un tratamiento prolongado
con dcido acetilsalicilico ya que cormen ¢l riesgo de presentar el Sindrome de Reye
después de haber padecido influenza.

6. Mujeres embarazadas de] primer trimestie en adelante.

S el I

W

La eficacia de la vacuna depende de la edad ¢ inmunocompetencia de la persona que
recibe {a vacuna y del grado de similitud entre las cepas incluidas en la vacuna con las que
se encuentren circulando. Para adultos jovenes y nifios la eficacia es de un 70%, para
ancianos viviendo en comunidad es eficaz previniendo hospitalizacidén por newmonia en un
70% y para ancianes viviendo en asilos es de un 50 a 60% eficaz en prevenir
hospitalizacion y 80% en prevenir muerte.

Las reacciones adversas incluyen: [)alergia a la albimina de huevo y enfermedad
febril; 2) reacciones locales como lo son el dolor, enrojecimiento e induracién en el sitio de
vacunacion; 3) reacciones sistémicas que incluyen fiebre, malestar, mialgias. urficaria.
angiedema, anafilaxia, Sindrome de Guillain-Barre; los cuales se presentan de 12 a 16 horas
después de la aplicacion de la vacuna.

Existen perspectivas de vacunas nuevas, sobre todo para lograr la sustitucion del
embrion de pollo, entre éstas perspectivas tenemos una vacuna recombinante adaptada al
frio, mutantes sensibles a la temnperatura, insercion de genes del virus de influenza en el
genoma del virus vaccinia y empleo de adyuvantes como el N-acetil muramil L-alanil 1-
isoglutamina (27).



2 7.2 Quimioprofilaxis: se utilizan dos medicamentos. la amantadina y la rimantadina los
cuales interviencn con la replicacion del virus de influenza tipo A y presentan las siguientes
caracteristicas:

¢ Sueficacia es de un 70 a 90% previniendo enfermedad.

» Se usan en profilaxis y tratamiento ya que reducen la severidad y duracién de signos y
sintomas de influenza cuando se administran durante las primeras 48 horas de su
comienzo.

¢ No se utilizan como sustilutos de la vacuna.

¢ Su administracién debe ser diariamente durante el periodo en el cual se mantenga el
brote de influenza en la comunidad.

+ [.os medicamentos pueden ser administrados dos semanas después de la vacunacion y no
interficren con la misma.

+ Se administran a los grupos de alto riesgo.

o [a dosis es de 100mg/dia y en ocasiones es recomendable la administracion de
200mg/dia (15).

Los efectos adversos pueden ser neurolégicos y gastrointestinales. Dentro de los
neurolégicos se presenta: ansiedad, dificultad en la concentracion, marcos, ataxia e
insomnio. Los gastrointestinales son: nausea, vomito y boca seca. Estos efectos son
benignos y terminan al suspender el medicamento o pueden disminuir a la semana de haber
empezado 1a medicacidn (40).

Las interacciones farmacologicas se presentan con eslimuladores del Sistema
Nervioso Central. antihistaminicos y anticolinérgicos (45).



3. CULTIVO CELULAR

Un cultivo celular se define como el conjunto de células que provienen de un (gjido
ct cual cs disgregado por medio de métodos mecanicos o enzimaticos.  Puede se1 cultivado
como una monocapa adherente sobre una superficie sélida (botellas de plastico) o una
suspension en un medio de cultivo (40). Fig 5.

embrion ammal adulto brgano

diseccion

digestion enzimatica

cultivo celular

Fig 5. Metodo de obtencidn de un cultive celular. Modificacian de Culture of Animal Cells, Freshney, 1987

Como la proliferacion de células se presenta en cada cultivo, fa propagacion de
lincas celulares resulta factible. Una monocapa o suspensién celular, con un rango de
crecimiento signitficativo puede ser dispersada por tratamtento enzimatico dentro de botellas
especiales para ello: éste mélodo constituye un pase y las hijas del cultivo asi formadas
thictan lo que se conoce como una linea celular La formacién de una linea celular a partir
de un cultivo primario implica: 1} un aumento en ef namero total de células a través de
varias gencraciones; 2) que las células o lineas celulares con capacidad de crecimiento
similar predoininaran: lo cual trae como resultado un 3) grado de wniformidad en la
poblacién celular.  La linea celular puede ser caracterizada, y estas caracteristicas
permanceeran durante st tiempo de vida, La derrvacion de la continuidad cn lineas
celulares por lo general implica un cambio fenotipico o una transformacién (17).

Cada linea celular necesita ciertos requerimientos para su crecimiento, los cuales.
son determinados a través de condiciones experimentales y sobre todo por la adaptacion que
presentan las poblaciones celulares ante el medio wtilizado. Dentro de los requerimientos
tenemos los fisicoquimicos: pH, temperatura, presion osmotica. Oy y  COz y los
nutricionales:  vitaminas, aminodcidos, hormonas, enire otros; los cuales son
proporcionados por el medio de cultivo que son generalmente sintéticos, y la atmésfera en
la cual s¢ mantienen las lineas celulares (40).

LLos cultivos celulares se utilizan para realizar un sin fin de estudios: entre los cuales
tenemoes ¢l aislamiento de virus. Con respecto a éste aspecto nos ofrecen mucha ventaja,
va que podemos tener acceso directo del virus a la superficie celular, podemos llevar a cabo

(1]
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fa propagacion del virus y por consiguiente realizar otros estudios de tipo genético,
prepalacion como reactivos de diagndstico y creacion de vacunas {19).

Para que un virus pueda replicarse en una linea celular, es preciso contar con una
linca que proporcione las circunstancias necesarias para la activacion viral y que pueda ser
examinada en lo que se refiere a la morfologia celular. La infeccion viral en cultivos
celulares puede ser evaluada por. 1) La abservacion del Efecto Citopatico (ECP), el cual se
define como el efzclo que causa el virus en la morfologia celular y éstos efectos pueden ser
una lisis celular, formacién de células gigantes multinucleadas o sincicios, formacion de
células en racimos o formacidn de cuerpo de inclusién; 2) la actividad metabélica
cvidenciable por cambios de pH en el medio de cultivo y 3) por la produccion de placas
liticas ¢n algunos tipos de cultivos celulares (30).



3.1 CARACTERISTICAS DE LAS LINEAS CELULARES SUSCEPTIBLES A LA
INFECCION POR VIRUS DE INFLUENZA

3.1.1 MDCK (Madin-Darby-Canine-Kidney).

Perivadas de un rifién aparentemente normal de una cocker spamel hembra adulta.
El aislamiento fue realizado en septiembre de 1958 por S.H. Madin y N.B. Darby.
Inicialmente las células presentaron morfologia de fibroblastos. sin embargo se realizaron
pases de ellas. 6 veces en intervalos de 7 dias; lo cual condujo a la formacion de un epitelio
por lo cual su morfologia actual es de éste tipo. Las células fueron admitidas por la ATCC
{American Type Culture Collection} como CCL 34 en el pase 49 (21).

La linea celular MDCK a diferentes pases. ha sido utilizada en numerosos estudios
virales, ya que permite el crecimiento del virus exantemaético vesicular del cerdo. el virus de
la estomatitis vesicular, el virus de vaccinia, Coxsackie B-5, reovirus tipos 2 y 3.
adcnovirus tipos 4 y 5. y el virus de la hepatitis canina infecciosa. Son células de tipo
diploide.

3 1.2 VERO (Células de riiion de mono verde africano, Cercopithecus aethiops)

La linea celular VERO fue obtenida por Y. Yasumura y Y. Kawakita en ia
Umiversidad Chiba, en Chiba Japdn el 27 de Marzo de 1962 a partir del rifion normal de un
mono verde africano adulto. Las células obtenidas fueron llevadas al laboratorio de
Virologia Tropical del Instituto Nacional de Alergia ¥ Enfermedades Infecciosas en el pase
93 por B. Simizu el 15 de Junio de [964. Su morfologia es de tipo fibroblastos y son
células diploides (21).

Las células VERO han sido extensamente empleadas en estudios de replicacidn
viral. Esta linea celular ha sido muy utilizada para ¢l ensayo de SV-40, SV-3. el virus del
sarampion. arbovirus, reoviros, el virus de la rubeola. adenovirus y poliovitus. La linea fue
admitida por la ATCC como CCL 81 enel pase 113 (21).
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3 1.3 1Ep-2 (Células de Carcinoma Epidermoide Laringeo Humano.)

La linca celutar HEp-2 fue establecida por A.E. Moore, L. Sabachewsky y HW.
Foolan en 1952, Fue obtenida a partir de fumores que habian sido producidos en ratas
destetadas después de la inyeccion con tejido canceroso proveniente de la laringe de un
hombre caucasico de 56 afios de edad. El aistamiento in vitro fue acompaiiado de varias
mezelas de Nuido amnidtico bovino. exiractos de embrion, suero humano y de caballo v
soluciones balanceadas de sales: por lo cual es una linea celular que resiste cambios de
temperatura v requerimientos muricionales, y dificilmente pierde su viabilidad. Presenta
morfologia de epitelio (21).

Las células HEp-2 fueron admitidas en la ATCC como CCL 23 en 1961. Han sido
utilizadas para estudios experimentales de [a produccién de tumores en ratas, hdmsters,
ratones. embriones de pollo y pacientes voluntarios en etapa terminal de cdncer. Son
susceptibles al crecimiento de 10 a 14 arbovirus, el virus del sarampidn, cepas virulentas y
avirulentas de poliovirus tipo 1, Adenovirus tipo 3 y virus de la estomatitis vesicular. Son
células ocasionalmente poliploides y por ser cancerosas se consideran haploides.

3.1.4 NCI-H292 (Células de Carcinoma Mucoepidermoide Pulmonar Humano).

La linea celular NCI-H292 se obtuvo en el Laboratorio de AF. Gazdar en
Noviembre de 1980. a partir de una metastasis de un nddulo cervical proveniente de un
cancer mucoepidermoide pulmonar de una mujer negra de 32 afios de edad. Las células
vbtenidas fueron aisladas v mantenidas en un ambiente quimico definido en medio libre de
sueta (HITES) y mds tarde se adaptaron al crecimiento de medio con suero. Las células
mantuvieron sus calacteristicas mucoepidermoides en el cultivo.

Son susceptibles al crecimiento del virus de la hepatitis B (HBV), por lo cual esta
linea se ha seleccionada como prototipo para estudios acerca de la patogénesis de la
hepatitis viral y el céncer de higado. Es una linea celular humana con un nimero de
cromosomas diploide y una morfologia de epitelio. Fueron incorporadas a la ATCC como
CRL 1848 en ¢l pase 64 (21).




4, OBJETIVOS E HIPOTESIS

Ohjetivos:

1. Determinar y comparar la permisividad que se presenta entre lineas celulares de origen
renal y laringeo, al virus de influenza con la finalidad de implementar su utilizacidn en
¢l aislamiento y cultivo del mismo.

2. Establecer un método de inoculacion eficiente que permita €l aislamiento y cultivo del
virus de influenza tipos A y B; para cada una de las lineas celulares utilizadas.

Hipétesis:

La wiilizacion del método de inoculacién apiicando centrifugacién e incorporando
tripsina al medio de mantenimiento aumentard la permisividad de las lineas cefulares al
virus de influenza y  disminuird el tiempo de aparicion del ECP lo cual ayudara al
aislamiento y por lo tanto al diagnostico del virus de influenza tipos A v B,



5. MATERIALES Y METODOS

51 Tripsinizacién de céiulas

Material,

Cayas para cultivo de 25em’ y 75em™
Tubos shell vial de vidrio estériles
Pipetas estériles de 1md, Sml y 10m|
Pipetor o perilla

Tubos para centrifuga (15ml)

Medio de crecimiento (anexo)
Solucion de Tripsina/Verseno 1:9

I vaso de precipitado estéril de 250ml.

El procedimiento para preparar el subcultivo es partiendo de una caja de 75cm?

confluente:

[ O

{
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. Decantar el medio y afiadir 2ml de tripsina-verseno.
. Apitar suavemente y decantar la solucidn de tripsina-verseno.
. Adicionar nuevamente 2ml de tripsina-verseno y distribuir por toda la monocapa celular

agitando suavemente durante un minuto.

. Decantar ¢l medio y adicionar 2ml de solucidn de iripsina-verseno .
. Incubar durante 3 minutos a una temperatura de 37°C hasta que las células se

desprendan de la superficie de la caja. En ocasiones es necesario golpear la caja con
cienta fuerza para ayudar a desprender las células,
Adicionar 2.5ml de medio de crecimiento para inactivar la tripsina.

. Pasar la suspension a un tubo de centrifuga de 15m! y centrifugar 2 1200rpm durante 10

minutos

. Tirar ¢l sobrenadante y resuspender la pastilla en 2l de medio. Pipetear varias veces

para romper el conglomerado de células
Transferir la suspension de células a cajas de 75cm?, 25cm? o tubos shell vial y aforar
segun tabla 2 con medio de crecimiento,

[0.Incubar las cajas a 37°C en ambiente hiimedo y 5% de CO, (12).

Es importante aclarar que para cada linea celular el tiempo en el que se desprenden

las células es diferente, por lo cual debe vigilarse constantemente la monocapa celular para
evitar que la tripsina destruya las célutas.



Tabla 2. Voltimenes de aforo para los diferentes recipientes utilizados en cultivo celular.

Recipiente de cultivo celular volumen de aforo (ml)
Caja de 75em” 15.0
Caja de 23cm’ 5.0
Tubos shell vial i.5

5 2 Métodos para inoculacién

Material

L T N

wn

e 2

N

Micropipeta de 100ul a 1000pd

Puntas para micropipeta estériles

Pipetor o peritla

Cajas de 25em” o tubos shell vial con monocapa de células confluentes
Medio de mantenimiento(Anexo}

Bario de hiclo

.2.1 Método de inoculacidn simple (in).

. Decantar el medio de los tubos shell vial y realizar dos lavados de la monocapa celular
con medio de mantenimiento.

. Inocular 2001 de la muestra.

. Incubar durante una hora a 34°C.

. Adicionar 1.5 ml de medio de mantenimiento sin tripsina.
{Jejar en incubacién a 34°C hasta la observacion del efecto citopético (ECP).

3.2.2 Métado de inoculacion con incorporacion de tripsina al medio de mantenimiento (trp).

. Decantar ¢l medio de los tubos shell vial y realizar dos lavados de la monocapa celular
con medio de mantenimiento con tripsina.

. Inocular 200pl de la muestra.

. Incubar durante una hora a 34°C.

. Adicionar 1.5 ml de medio de mantenimiento con tripsina (anexo).

. Dejar en incubacion a 34°C hasta la observacion det ECP.
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5 2.3 Método de inoculactdn con aplicacion de centrifugacion {cfg).

. Decantar el medio de los tubos shell vial y realizar dos lavados de 1a monocapa celular

con medio de mantenimiento sin tripsina. (anexo).

. Inocular 2004 de la muestra.

. Cenuifugar a 700g duante 20 minutos.

. Adicionar 1.53ml de medio de mantennuicnto sin tripsina (anexo).
. Dejar en incubacion a 34°C hasta la observacién del ECP.

.2 4 Métoda de inoculacion con aplicacion de centrifugacion e incorporacion de tripsina al

medio de mantenimiento {cfg/trp).

. Decantar 2l medio de [os tubos shell vial y realizar dos lavados de la monocapa celular

con medio de mantenimiento con tripsina (anexo),

. Inocular 200pul de la muestra.

. Centrifugar a 700g durante 20 minutos,

. Adicionar 1.5ml de medio de mantenimiento con tripsina.
. Dejar en incubacion a 34°C hasta la observacién del ECP.

NOTA: sc debe realizar al mismo tiempo dos testigos negativo los cuales consisten de vna
monocapa celular con medio de mantenimiento con tripsina o sin tnipsina {(anexo). Cada
una de kas muestras se realiza por duplicado.

5.3 Cosecha del virus a pariir del cultivo Celular

Material:

k]

(S S VY ]

Pipetas Pasteur cstériles.

Pipetor o peritla

Tubos de criofractura estériles

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) a pH= 7.2; estéril
Baro de hielo

. Rotular e! wbo con el nimero de la muestra que se va a cosechar y ¢l tiempo de

incubacion at que fue sometido. Colocar en baile de hielo.

. Destapar el shell vial v extraer el comtenido del mismo. teniendo cuidado de

homogeneizar bien la muestya para realizar una buena separacion de as células del fondo
del tubo.

. Depositar ¢l liquido cosechado en [os tubos de criofractura.
. Centrifugar el liguido extraido a 2000rpm durante 13 minutos a 4°C.
. Decantar ¢l sobrenadante en un tubo limpio y adicionar al sedimento un volumen de PBS

equivalente al del sobrenadante. Homogeneizar bien. (sedimento).

. Colocar ¢l homogenizado a -70°C durante una hora para favorecer la ruptura de las

células,
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Descongelar y centrifugar a 700g durante 15 minutos a temperatura ambiente para
eliminar restos celulares. El sobrenadante pasarlo a un tubs limpio.

Almacenar el sedimento y el sobrenadante a 4°C. El sedimento se utilizara para la
prueba de Inmunofluorescencia y el sobrenadante para la prueba de hemaglutinacidn.

5.4 Prueba de Hemaglutinacidn (PHA)

Material:

=0

Placa de microtitulacion de poliestireno de 96 pozos de fondo en “U”
Micropipeta multicanales

Micropipeta de 50ul

Puntillas para micropipeta estériles

Solucion de Buffer de fosfatos (PBS) estéril

Selucion de eritrocitos de pollo al 0.8%

Cosechas obtenidas a partir del cultivo del virus en las células

. Adicionar a los pozos del 2 al 12 de la placa de microtitulacion, 25l de solucién PBS.
. Adicionar 50pi del liquido cosechado a partir de las células, al primer pozo.
. Realizar dilucio:zs seriadas dobles desde el pozo no. | hasta el pozo no. 12, utilizando

la micropipeta multicanales a volumen fijo (251). No olvidar desechar los dltimos 25ul.

. Adicionar 25l de la suspensién de eritrocitos al 0.8% a cada pozo.
. Colocar las placas sobre una gasa himeda y dejarlas a temperatura ambiente. Después

de 30 minutos se toma la lectura de los titulos virales.

NOTA: correr a la par un testigo positivo y uno negativo. El testigo positivo consiste de
una muestra positiva del virus de influenza, El titulo viral se determina por medio de la
mas alta dilucién del virus que cause hemaglutinacidn completa.

5.5 Prucba de Inmunofluorescencia indirecta (IFA)

Material:

Sedimento de células inoculadas, las cuales presentaron ECP

Micropipeta 200pl

Puntas para micropipeta estériles

Portaobjetos con cubierta de teflon, para IFA

tubos de centrifuga

Camara himeda

Estufaa 37°C

Caja de Couplin

Vaso de precipitados con una solucién de cloro, para desechar las puntas de la
micropipeta y la solucién de PBS utilizada en los lavados.
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s Dape[ sccante o papel higiénica

» Microscopio de fluorescencia

« Centrifuga clinica

+ Solucion de PBS

e Solucion de PB3S-Tween (al (% de Tween).

» Solucion de Hanks

» Acetona fria

» Kit comercial para inmunofluorescencia indirecta DAKO
» Yoduro de propidio

1. Adicionar 2m! de solucién de Hanks a cada uno de los sedimentos obtenidos de las
células inoculadas y centrifugar por 15 minutos a 700g.

2. Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 0.5ml de solucion de Hanks.

3. Rotular Ips portaobjetos.

4, Con ayuda de la micropipeta colocar cada una de las muestras, por duplicado, en los
pozos def portacbjetos.

3. Sccar las muestras a temperatura ambiente (aproximadamente 15 minutos).

6. Colocar en una caja de Couplin los portaobjetos con las muestras ya secas y agregar
acetona fria hasta que los cubra, dejar a 4°C durante 10 minutos.

7. Quitar el exceso de acetona lavandoe cada uno de fos portacbjetos suavemente,

. Secar a temperatura ambiente,

9. Con ayuda de la micropipeta colocar el reactivo de IFA (anticuerpos contra influenza A
v B) en cada uno de los pozos de las muestras y de los testigos, procurando que cubra ¢l
pozo complelamente.

10. Colocar los portaobjetos en la camara hiimeda e incubar en la estufa a 37°C durante 30
rinutos.,

}1. Lavar con PBS-tween 20 los portaobjetos.

12. Secar los portaobjetos con ayuda de papel higiénico, procurando no tocar las muestras
en los pozos.

I3. Adicionar una gota de anfi-anticuerpo marcado con FITC (isotiocianate de
fluoresceina).

4. Repetir dei paso 10 al 12.

5. Adicionar una gota de yoduro de propidio (0.45%) y dejar a temperatura ambiente
durante 5 minutos.

16. Lavar el Yoduro de propidio con PBS-Tween 20 y dejar que escurran los portaobjetos
en la camara homeda y en oscuridad.

17.Agregar una gota de liguido de montaje al centro de cada uno de los pozos y colocar un
cubreobjetos limpio.

18.Examinar en el microscopio de fluorescencia el drea completa de cada uno de los pozos
que contienen los testigos positivo y negativo, asi como las muestras.

o0
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5.6 Esquema General de Trabajo

Cepas de influenza A (HINI, H3N2)y B
obtenidas a partir de 2° pase de EP y con un
titulo viral de 1:64

Il

Realizar PHA para conﬁrmaq
el titulo viral

Inocular segin los métodos de : in, trp, cfg
y cfg/tp en las siguientes
lineas celulares:

Observar diariamente la monocapa de células

a través de un microscopio de luz invertido
buscando si existe la presencia o no de ECP

ECP

|
Realizar HA para determinar Realizar [FA Inocular para

titulo viral 2° pase

Inocular las muestras coscchadas hasta
completar 8 pases

11" embngn de polle HA prucka de hiemaglutnacion In mctode de moculacion simple Trp méiodo con meorporacion de 1nipsma al
mido de panteninenie e metada con aplicacién de centrifugacion (RgAirp mctodo eon aphcacridn de centnfugacion ¢
freorpiet2Cawt de ripaina al medio de mantepymiente

Las
)



6. RESULTADOS

La permisividad que presentan cada una de las lineas celulares al virus de influenza se
determind en base a las observaciones realizadas a través del microscopio de luz invertido en
los cultivos celulares Tomando en cuenta que las células permisivas son aquellas en las
cuales se observdé ECP y se obtuvieron resultados positivos en las pruebas de
hemaglutinacién e inmunofluorescencia indirecta. (fig 6.1- 6.6). Asi tenemos que las lineas
celulares permisivas al virus de influenza A cepa HINIAA/HINI) y cepa HINZ (JA/H3N2)
fueron MDCK vy VERO mientras que para el virus de influenza B (JB) fueron MDCK,
VERO y HEp-2.

A continvacién se muestran para cada una de las lneas celulares empleadas, los
esquemas de una monocapa de células normales; con efecto citopdtico (ECP) y una
inmunofluorescencia indirecta positiva.

Fig 6.1: Menocapa normal de linea celular HEp-2 (izquierda) y efecto citopatico (derecha)
quc causa el virus de influenza B. Observacion al microscopio de luz invertido, objetivo 10x.
Se observa que la morfologia caracteristica de la linea se ha perdido y las células estan
redondeadas.
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Fig 6.2: Inmunofluorescencia indirecta positiva para €] virus de infiuenza B en linea celular

HEp-2. Las células verdes fluorescentes son positivas a éste virus y las rojas son las
negativas

Fig 6.3: Monocapa normal de linea celutar VERQ (izquierda) y Efecto citopatico (derecha)
que causa el virus de influenza B. Obsevacion al microscopio de luz invertido con el objetivo
J0X. Se observa que la morfologia caracteristica de la linea se ha perdido y las células se
muestran redondeadas con granulos en su interior.
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Fig 6.4: Inmunofluorescencia indirecta positiva para el virus de influenza A/H3N2Z en linea
celular YERO. Las células verdes fluorescentes son positivas a éste virus y las rojas son las
negativas.

Fig 6.5: Monocapa normal de linea celular MDCK (izquierda) y efecto citopdtico (derecha)
que causa el virus de influenza B. Observacion al microscopio de luz invertido, objetivo 10x.
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Fig 6.6 Inmurofluorescencia indirecta positiva para el virus de influenza B en linea celular
MDCK. Las células verdes fluorescentes son positivas a éste virus y las rojas son las
negativas.
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6 | Lineca celular HEp-2:

Fista linea celular no fue permisible para el virus A cepas HENT y H3N2 yaque a
mingln pase se kogrd obtener un titulo hemaglutinante (tHA) y al reatizar las pruebas de
IF A &stas fueron negativas.

Para cl caso de 1B los cuatro métodos empleados permitieron ¢l aislamiento  del
virus ya que a un priniel pase se obtuvieron titulos hemaglutinantes y al realizar la prueba
de 1FA éstas resultaron positivas (Figura 6.1, 6.2). En cuanto a la eficiencia del método
poedemos decir que el de tripsina es el mas eficiente ya que a un bajo pase nos permite
obtener un tHA (1:64); sin embargo no podemos descartar a los métodos de cfg y cfg/trp
guc a un segundo pase nos producen un tHA de 1:64 (figura 6.7).

6.2 Linea celular NCI-H292,

No se logro el aislamiento y cultive de los IA/HEN1 y H3N2 e IB por ninguno de los
métodos empleados por lo tanto se considera que ésta linea celular no es permisible al virus
de influenza .

6 3 Linea celular VERO.

La linea celutar VERO fue permisible para los virus IA/HINI, [A/H3N2 ¢ B de
acuerdo a las pruebas de cultivo celular e IFA realizadas.

Para [A/HINI se obtuvieron titulos hemaglutinantes a partir de un segundo pase
mediante tres de los métodos de inoculacién utilizados, En cuanto a la eficiencia de cada
uiio de los métodos podemos decir que el método de cfg/tip y cfg son los mas adecuados ya
que a un segundo pase obtenemos un tHA de 1:64 y el tiempo en el cual se observéd el ECP
¢s de 4 dias (figuras 6.8 y 6.14). Para [A/H3N2 los métedos de trp y cfg  permiten
obtener tHA a un primer pase sin embargo este titulo es muy bajo. A un segundo pase el
1A aumenta para el método de cfg y cfg/trp (fig 6.9)

Para B todos los métodos de inoculacién empleados nos muestran tHA a partir de
un primer pase; sin embargo sc obtienen tHA mayores al utilizar ¢fgftrp y trp (1:128), por lo
tanto la observacion del ECP es a un menor nimero de dias (figura 6.16). Los otros dos
métedos también permiten el aislamiento del virus sin embargo los tHA obtenidos no son
tan altos por lo cual se considera que el virus no se esta replicando tan rapido como con los
otros mérodos (Figura 6.10) v se consideran por lo tanto menos eficientes.  Es importante
mencionar que en el método de trp el tHA tiende a disminuir por lo cual la utilizacién de
centrifugacidon ¢s una mejor alternativa ya que en ésta el tHA va en aumento,
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Fig 6.7: Comparacién de Métodos de Inoculacidén en linea celular Hep-2, IB. In: método de inoculacidn
simple, Trp:método de inoculacién con incorporacién detripsina ai medio de mantenimiento, Clg:
método de inoculacion con aplicacidn de centrifugacidn, Cfg/trp: Método de inoculacidn con aplicacién
de centrifupacidn e incorporacion de tripsina al medio de mantenimiento. EltHA maximo obtenido fue
de 1:128 el tHA minimo de 1:16. tHA=titulo hemaglutinante
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Fig 6.8: Comparmcién de Métodos de Inoculacién en linea celular VERO con

FA/HIN L. In: método de inoculacion simple. Trp: método con incorporacién de
tripsina al medio de mantenimiento. Cfg: método con aplicacidn de
centrifugacion. Cfg/trpimétodo con aplicacion de centrifugacion e
incorporacién detripsina al medio de mantenimiento. EltHa maximo fuede
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Fig 6.9: Comparacién de Métodos de Inoculacion en linea celular VERO con [A/H3IN2.
In: méodo deinoculacion simple Trp: método cen incorporacion detripsina al medio de
mantenimiento. Cfg método con aplicacién decentrifugacion Cfgitrp: método con
aplicacion decentrnifugacién eincerporacidn de tripsina al medio demantenimiento. El
tHA maximofuede 1:128 y & minimo de 1:16.
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Fig 6.10: Comparacién de Métodos de Inoculacién en linea celular VERO con IB. In: Método de inoculacién simple.
Trp: método con incorporacién de tripsina al medio de mantenimiento. Cfg: Método con aplicacién de centrifugacion.
Cfgftrp: método con aplicacion de centrifugacion eincorporadén de tripsina al medio de mantenimiento. El tHA

méximo obtenido es de 1:512y & minimao de 1:16.



6.4 Linea celular MDCK.

[.a linea celular fue permisible para ambos tipos de virus de influenza empleados.
L cuinto a la eficiencia de los métodos: para IA/HINI podemos decir que la utilizacion de
cferp es eficiente ya que a partir de un scgundo pase el tHA que se obtienc es de 1:128 v
aumenta conforme el niimero de pase manteniéndose constante a partir del cuarto pase
(figura 6.11). Para este caso la wtilizacién de trp y cfg también son Gtiles ya que a un tercer
pase se obtienen tHA de 1:128 (figura 6.11). Con IA/H3N2 se obtuvieron tHA con todos
los métodos a un primer pase; teniendo para los métodos de ¢fg y cfg/trp un tHA de 1:32
mientias que para fos métados de inoculacion y tripsina 1:16, A un segundo pase el titulo
aumento para los métodos de trp, cfg y cfg/trp por lo cual se considera a éstos como
cficientes {figura 6.12).

Para B con todos los métodos se obtiene tHA a un primer pase; sin embargo
podemos observar (figura 6.13) que at utilizar Ios métodos de trp y cfg/trp el tHA es mayor
{1:128) y el nimere de dias para observar ECP es tan sélo de dos dias (Figura 6.16), lo cual
indica que ambos métodos son eficientes. Podemos agregar que la utilizacién de
centrifugacién es eficiente va que a un segundo pase el tHA aumenta a 1:128 y por lo tanto
ct nimero de dias para observar el ECP disminuye; motivo por el cual se considera un
método adecuado para el aislamiento del virus ya que conforine aumentamos el nimero de
pase el tHA aumenta.

En la tabla 6.1 se resumen los resultados que se obtuvieron para cada una de las
fineas celulares.

Tabla 6.1 Métodos eficientes para el cultivo del IA/HINI, IA/H3N2 ¢ IB de acuerdo a la
permisividad que presentaron cada una de las lineas celulares utilizadas.

Linea celular 1A 1B
HINI1 H3N2
MBDCK cfg/trp cfg, cfpgftrp trp, cfg/trp
VERO cfaltrp trp, cfg/trp cfg/up
HEp-2 S/A S/A trp, cfgftip
NCI-H292 S/IA S/IA SIA
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Fg 6.i2: Comparacion de Méifodos de inoculacién en linea celularMD CK con

IA/H3N2, In: método deinoculacion simple, Trp: mélodo con incorporacion de
tripsina al medio de mantenimiento. Cfg: método con aplicacion de centrifugacion

Cigl/trp. método con aplicacion decentrifugacién eincorporacion detripsina al
medio de mantenimiento. El tHA maximo obtenido es de 1256, y & minimo de § 8.
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Fig 6.13: Comparacién de M étodos de I noculacion en linea celular MDCK con IB. In: método deinccutacién
simple. Trp: método con incorporacion de tripsina al medio de mantenimiento. Cfg: método con aplicacion de
centrifugacion. Cfgftrp: método con aplicacdion de centrifugacion e incorporacion detripsinaal medio de
mantenimiento. Ei tHA maximo obtenido esde 1:512 y el tHA minimo de 1:8.
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6 5 Comparacién entre lineas celulares permisivas al virus de influenza

Para rcalizar la comparacion entre lineas celulares de origen renal y latingeo sc
realizaron graficas de métodos de inoculacion contra promedio de dias para la observacidn
Jde ECP (figuras 6.14, 6.15 y 6.16). El promedio de niimero de dias para la observacién de
ECP se obtuvo en base a los datos de dos muestras ya que todas se inocularon por
duplicado. Las graficas se realizaron a un segundo pase ya que a éste pase ¢s cuando se
determina un caso positivo o negativo para el virus de influenza; ademss que si tomamos en
cuenta un pase mayor indica més tiempo a la hora de obtener un aislamiento.

En fa figura 6.14 podemos observar que solamente las lincas celulares de arigen
renal (MDCK y VERQ) fueron permisivas al IA/HINI mientras que las lineas de origen
larfngeo no.  De estas dos lineas celulares la que ofrece mayores ventajas es la linea celular
MDCK ya que al utilizar todos los métodos de inoculacién obtengo tHA lo cual indica la
presencia y replicacion del virus; ademas de que con el mérodo de cfg/tp el niimero de dias
para observar ¢l ECP es de 2.5 dfas y el tHA de 1:128 lo cual pennite detectar al virus de
fornta mas rapida.

Para JA/H3N2 las lineas celulares permisivas fueron las de origen renal. Enire
ambas la permistvidad al virus es muy similar, a pesar de que la linea celular MDCK permite
el aislamicnto y cultivo del virus utilizando todos los métodos (figura 6.15).

Al comparar [as lineas celulares permisivas para IB (Figura 6.16) podemos decir que
las que permiten la replicacidn del virus son las dos de origen renal y sélo una de origen
faringeo (HEp-2). La linea celular MDCK es la que ofrece mayores ventajas, ya que al
utilizar et método de cigfrp obtengo un tHA de 1:256 y requiero de solo un dfa para la
observacion del ECP lo cual acelera el diagndstice. Sin embargo las otras lineas celulares
rambi¢n pueden ser utilizadas para asilar o cultivar el virus ya que nos proporcionan tHA
considerables que nos indican que el virus se esta replicando y puede determinarse entonces
SU PICSCNCia en una muestra.
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Fig. 6.15: Comparacion de Hnaeas eclulares, método de inoculacion y promedio de dias pars observar
el ECP para 1AJH3N2, La grdfica muestra los resultados obtenidos al 2o0. pase de la experimentacion. Los

recuadres en blanco muestran e tHA obtenido. Las barras punfeadas sefafan ias lineas calulares de ariger
renal | as lineas calulares de origen laringso no freron permisibles a esta cepa del virus deinfluenza
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Fig 6.16: Comparacion entre lineas celulares, métodos de inoculacion y promedio de dias
para observar el ECP para IB. La grafica muestra los resultados obtenidos al 2. pase dela
experimentacion. Los recuadros en blanco muestran el tHA obtenido. Las barras punteadas

sefialan las lineas celulares de origen renal. La barra lisa muestra |2 linea celular de origen
laringeo. L.a linea celular NCIH-292 no fue permisible a esta cepa de virus.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El angmero de lineas celulares utilizadas para el aistamiento y propagacién del virus
de influenza tipos A y B es limitado. Se tienen reportes de que las lineas celulares MDCK
VERD presentan  permisividad ante el virus de influenza (19, 32); sin cmbargo, esta
permisividad no es para todos los tipos de wvirus de influenza pues ello depende
principalmente de ba afinidad que presenta la hemaglutinina del virus a los receprores de las
linieas celulares utilizadas v del método de inoculacién. Existen estudios recientes que nos
mencionan que la incorporacién de tripsina al medio (16) asi como la aplicacidn de
centrifugacién {37) se encuentran involucrados en la infeccién que presenta el virus a la
mea celudar; ademds de que incrementa el titulo viral lo que trae como consecuencia que
¢l ECP aparezca en menor tiempo.

En el estudio realizado los datos obtenidos concuerdan con los de las referencias
citadas, ya que al incorporar tripsina al medio de mantenimiento y utilizar la centrifugacién
con wicorporacién de tripsina se lograron obtener titulos virales de hasta 1:512 para el caso
Jde la linea celutar VERO y MDCK infectada con influenza B; ademds se lograron obtener
¢stos resultados a un pase bajo {aproximadamente a un 3er pase) v el ntimero de dias para
observar el ECP disminuyd. Es importante mencionar que otro de fos factores que ayudaron
en la permisividad de la linea celular al virus fue la udlizacién de un medio de
nantenimiento sin sucro fecal bovino (SFB). Al inicio de la experimentacion al medio de
mantenimiento se le incorporaba el 0.1% de suero fetal bovino, lo cual traia como
consecucencia que las células siguieran creciendo y se desprendieran, ademés no se lograba
observar el ECP: por lo cual se decidid elimmnar totalmente el SFB ya que las referencias
ibhiograficas (39) muestran  que inhibe la actividad de la tripsina lo cual no permite la
ndluencia de la misma sobre la infecrividad del virus.

Otro de los factores que influyen en la obtencitn de resultados répidos y facilita un
aislamiento es la unlizacién de tbos shell vial. En un principio se utilizaron  cajas para
cultivo de 75cm’; sin embargo cllo retrasaba el tiempo de experimentacion, se gastaban
muchos medios y reactivos; y se pensé que no scria tan aplicable para el aislamiento def
virus y st diagnéstico, ya que para lograr un 100% de confluencia en la monocapa celular se
requeeia de hasea 3 dias (datos no mostrados). En la virologia diagnéstica actual los rubos
anteriormente mencionados son muy utilizados (14) v en nuestro caso su uso permitis la
reduccion de gasto de reactivos y de tiempo en la experimentacién ya que para obtener un
100% de confluencia en la monocapa celular se requiete de solamente un dia. Este dato no
solo sirvié para obtener resultados rapidos, sino que también sirvié para implementar esta
téenica on el Laborarorio de Virus Respiratorios del INDRE con 1a finalidad de  disminuir el
aempo de diagnéstico del virus de influenza o para permitir el aislamiento rapido del mismo.

El criterio romado para derermunar la cficiencia de cada uno de los métedos
utdizados se baso en el nidmero de pase al cual se cbuiene un titulo hemaglunnante (tHA).
Si el ndimero de pase es bajo me  esta indicando menor tiempo en lograr un aislamiento
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Si ¢l ntmero de pase es bajo me esta indicando menor tiempo en lograr un aislamiento
(28): el titulo hemaglutinante es indicativo de la presencia del virus; si va en awmnento me
esta indicando la replicacion viral y por lo tanto se tiene una infeccion productiva con
liberacién de particulas virales al medio; ademas al tener un titulo HA mayor el nimero de
dias para ia observacion de ECP disminuye (figuras 6.14, 6.15, 6.16). Por lo que podemos
decir que a un nimero de pase bajo y la obtencidn de un tHA a partir de 1:64 entonces
tendremos un método eficiente para el aislamiento del virus de influenza tipos A (cepas
HINI y H3N2) y B (39).

En base a lo anterior nuestros resultados muestran que los métodos mas eficientes
fueron el de la incorporacién de tripsina al medio de mantenimiento y la utilizacion de
centrifugacién con incorporacion de tripsina; éstos resuliados fueron tanto para el virus de
influenza A {cepas HIN1, H3N2), como para el virus de influenza B. Estudios realizados
por otros autores demuestran las ventajas que presenta la centrifugacién como téenica para
el diagndstico viral (14, 35, 47). En el presente estudio se demostrd que la utilizacién de la
centrifugacion colabora para el desarrolle de la infectividad de los virus de influenza tipos
A (cepas HINI, H3N2) y B; lo cual puede incrementar el nimero de aislamientos para este
virus puesto que al utilizar éstas téenicas se incrementa la permisividad de la linea celular;
permitiendo tomar medidas rapidas de prevencién y control en el caso de una epidemia
causada por el virus de estudio. El mecanismo por ¢l cual la utilizacién de centrifugacion
permite la infectividad del virus, puede deberse a que al llevar a cabo la centrifugacién de
las células una vez ya inoculadas; las particulas virales tienen mayor contacto con las
membranas celulares, facilitando asi la adhesién que es el primer paso para que se de la
replicacion viral (18, 45). Ademas esto puede potencializarse al realizarse los lavados
previos con medio con tripsina a la monocapa de células. Es imporlante aclarar que éstos
dos métodos no son similares y que la tripsina no es la Ginica causante de una adherencia
mas rapida del virus a la célula ya que los resultados muestran que al utilizar la
centrifugacién los tHA son mayores indicande entonces que la centrifugacion juega un
papel importante a la hora que el virus infecta a las células.

Comparando las cuatro lineas celulares probadas se tiene que las de origen renal
(MDCK y VERO) fueron permisibles a los virus de influenza tipos A (cepa HIN1) y B;
éstos resultados concuerdan con los obtenidos por Govorkova y Meguro; sin embargo lo
datos reportados por Govorkova nos mencionan que la linea celular VERO solamente es
permisible para el virus de influenza B lo cual no coincide con los obtenidos en este
estudio puesto que se demostré que para esta linea también cs permisible el virus de
influenza A (cepas HIN1 y H3N2) y puede ser entonces utilizada para su aislamiento.
Respecto a las lineas celulares de origen laringeo (HEp-2 y NCIH-292) solamente la linea
celular HEp-2 fue permisible al virus de influenza tipo B; datos que no se habian obtenido,
La linea celular NCIH-292 se ha demostrade que es permisible para cierfos tipos de virus
de influenza A y B de tipo animal (15). En el presente estudio no se lograron obtener
aislamientos con esta linea celular por lo cual se cree que es debido al método de
inoculacién ya que los autores mencionados en lugar de utilizar como reactivo la tripsina
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wtilizan la TPCK { L-/-tosilamida-2-feniletil clorometil cetona) lo cual puede ser el motivo
de la permisividad de la eélula al virus (8).

La permisividad de las lineas celulares al virus de influenza tipos A (cepas HINI,
H3N2) y B, se debe entonces al método de inoculacion utilizado. La obtencién de tHA en
un menor tiempo se logra gracias a la utilizacién de los tubos shell vial. Finalmente
podemos mencionar que los resultados obtenidos nos permiten aportar la utilizacion de 3
lincas celulares para el aislamiento de influenza tipos A y B en el Laberatoric de virus
respiratorios del INDRE  y no solo de una linea celular (MDCK) come se realizaba
anteriormente. Las desventajas son varias ya que al depender solo de una linca celular y
dispencr de sofo un método de inoculacion el nimero de aislamientos del virus a partir de
una muestra disminuye. En ocasiones la linea celular MDCK es trabajosa y no resiste a
cambios bruscos en su ambiente entonces al utilizar varias lineas celulares como la VERO
v HEp-2 las cuales son mds faciles de mantener el nimero de aislamientos puede aumentar;
ademds que pueden utilizarse para el aislamiento de otros virus respiratorios {39). No
solamente son importantes los resultados por lograr aislamientos del virus; sino porque al
ser permisibles las lineas celulares, aportan un medio para el cultive del virus lo cual sirve
para realizar estudios de tipo genético y obtener cantidades altas del virus que permitan la
realizacion de los mismos,
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8. CONCLUSIONES

S¢ determino que las lineas celulares permisivas al virus de influenza A, cepas HIN1 y
H3N2 son MDCK y VERO; mientras que para el virus de influenza tipo B son MDCK.
VERO y HEp-2. La linea celular NCI-H292 no fue permisiva para ningdn tipo de virus
de influenza,

L} método de inoculacion mas eficiente fue el de aplicacion de centrifugacién con
incorporacion de tripsina al medio para todas las lineas celulares; por lo cual se propone
como un método que puede usarse para el aislamiento y cultivo del virus de influenza
upos A y B y por lo tanto en el diagnostico.

Las lineas de origen renal son las més permisivas al virus de influenza A, cepas HIN1 y
H3N2 y B: por lo tanto se consideran mas tiles para el aislamiento y cultivo de éste
virus. La linea celular de origen laringeo HEp-2 solo es permisiva para el virus de
influenza B,

La hipdtesis se acepta ya que al aplicar centrifigacion e incorporar tripsina al medio de
mantemmiento durante fa hora de inoculacién se logeé reducir el tiempo de aparicidn del
efecte citopdtico, lo cual reduce el tiempo en el diagnédstico y por lo tanto se ti~ne un
método eficiente para el aislamiento y cultivo del virus de influenza tipos A y B.

Los métodos de inoculacién de incorporacion de tripsina al medio de mantenimiento v
aplicacion de centrifugacién se pueden considerar como alternativos para el aislamiento
v replicacion del virus de influenza A v B, por lo cual sc rccomiendan para su
diagnoésiico.
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9. ANEXO

9.1 Preparacién de Medios de crecimiento.

RPMI-1640
100% | 8.0% 10.0%

25% |2.5% 2.5%

10% |1.0% 2.0%

10% |1.0% 1.0%
NR 2.0% NR
, 2.5% |NR NR
Alesse] NR NR 2.0% NR

*SFB: Suero Fetal Bovino; HEPES: acido sulfonico etano 4.(2.hidroxietil)-1-piperazina.
Antibidtico- Penicilina-streptomicina. NR: no requeride.

9.2 Preparacion de medios de mantenimiento

RPMI-1640 | DMEM

2pg/ml 2pg/mi

2.5% 2.5%

1.0% 2.0%

1.0% 1.0%
NR 2.0% NR
2.5% NR NR
NR 2.0% NR

NOTA: Los medios de cultivoe sin complementar se prepararon de acuerdo a instrucciones
proporcionadas por el distribuidor. Los reactivos utilizados en las demds pruebas se
prepararon de acuerdo al Manual de Procedimientos del Laboratorio de IRA's virales del
INDRE (12).
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