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1. INTRODUCCIÓN 

El \'Irus de in[luenza es un agente que causa enfermedades respiratorias en el sel 

humano: c;\isten tres tipos del virus de influenza: A, By C. siendo los tipos j\ y B los quc 
más se encuentran circulando dentro de una población; causando el primero pandemias y el 
SCglllldo epidemias, debido a su rápida e impredecible variación antigénica( 15). Los eventos 
más dramáticos causados por el virus de influenza durante este siglo han sido tres 
pandcmias. de las cuales la primera fue en 1918 y las otras dos en 1957 y 1968. Los tipos 
de influenza que causaron pandemias se extendieron rápidamente alrededor del mundo y 
causaron enfermedad en grupos de personas de todas las edades. Cada una de estas 
pandemias estuvo asociada con altas proporciones de morbilidad, altas pérdidas 
económicas, y. cn el caso de la pandemia ocurrida entre 1918 y 1919, existió una alta 
proporción de casos fatales (42). 

En la actualidad las infecciones por virus de influenza continúan prO\'ocando un alto 
porcentaje de mortalidad y morbilidad, especialmente en personas de la tercera edad. 
pacientes con enfermedades crónicas y niños menores de 1 año (3). Estudios 
epidemiológicos realizados en el continente americano indican que cerca del 5 al 20% de 
la población es infectada por el virus de influenza anualmente. La mortalidad por neumonía 
asociada a influenza es la causa de hasta 33% de las muertes totales de niños menores de 1 
año l' dc hasta 27% de las de niños de I a 4 años (3). Además un alto porcentaje de las 
personas de la tercera edad corren el riesgo de presentar complicaciones respiratorias. 
principalmente neumonía, por haber adquirido influenza. Estas complicaciones pueden 
causar desde una hospitalización 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 población, para lo 
cual se requieren de nuevas técnicas de diagnóstico más eficaces, y sobre todo que nos 
pcnnitan aislar y por lo tanto identificar de fonna inmediata a este virus. En la actualidad 
uno de los sistemas que permiten el aislamiento y cultivo del virus de influenza es la 
utilización de las líneas celulares, exclusivamente la línea celular MDCK (Mady-Darby­
Canine-Kidney) (22), Sin embargo, es importante contar con otras líneas celulares que 
permitan la detección y propagación del virus de influenza, lo cual ofrece ventajas en 
cuanto al tiempo de detección de una muestra positiva al virus de influenza y la producción 
de vacunas; ya que aunque en la línea celular MDCK se pueden replicar cantidades 
adecuadas del virus de influenza, debido a su origen, no existe licencia para destinar su uso 
a la elaboración de vacunas en humanos (19), Además, en estudios recientes se ha 
observado que la utilización de centrifugación o la incorporación de tripsina al medio de 
mantenimiento durante la inoculación de las células con la muestra, favorece la entrada del 
"irus a las células y acelera la aparición del efecto citopático (ECP) con lo cual se obtienen 
resultados rápidos que son importantes para detectar casos positivos de influenza y así 
poder tomar a tiempo medidas de prevención y control para evitar la aparición de una nueva 
pondemia (31). 
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2. GENER·\L1DADES DEL VIRUS DE INFLUENZA 

2.1 HISTORIA 

El "irus de influenza es un agente que causa enfermedades respiratorias en el ser 
humano. Los primclOs datos que se tienen del virus datan del ailo 412 a.C. en escritos de 
J{¡pócrat,,;s en los cuales describe una epidemia causada por este agente. También existen 
numerosos episodios que fueron dCSCI itos en la Edad Media; y se tienen datos desde 1500 
hasta 1800 colectados por Wcbstcr y Hirsch quienes proporcionan algunas características 
tlccrca de como ocurrieron las epidemias por este "irus y como éstas causaron un alto grado 
de morlllhdad) mortalidad entre la población mundial(l5). 

La primera descnpción de influenza como una infección respiratoria aguda en seres 
humanos. probablemente dala de un brote ocurrido en la Corte de Elizabeth I. Desde esos 
ti~mpos hasta la fecha. las epidemias y pandemias causadas por el virus de influenza tipo A 
han continuado apareciendo en intervalos irregulares e impredecibles, alcanzando un pico 
en este siglo con la pandemia de 1918. conocida como la "Influenza Española" la cual 
causó 20 millones de muertes en el mundo entero en un periodo de entre 2 y 3 años. Otras 
pandemias de importancia histórica son la pandemia de 1958 conocida como la "Influenza 
ASIática" y la de 1968 conocIda como la "Influenza de Hong Kong" (45). 

Para completar la historia de la influenza en seres humanos, debemos resaltar que en 
1920 Richard E. Shopc mostró que la influenza porcina podría ser transmitida por medio 
de moco filtrado lo cual sugirió que el agente causal era un virus (15); 'y que el primer 
<:lIslamiemo de laboratorio fue en el ailo 1932. 

Para 1932. mucha gente estaba convencida de que había un virus responsable de la 
influenza y otro que causaba el resfriado común. En esos días, el cultivo de tejidos estaba 
en su infancia) los virus Clan aislados inyectando filtrados libres de bacterias en animales 
de experimentación. El consejo de TapIe)'. fue el de realizar filtrados a partir de lavados de 
garganta de pacientes con lI1t1uenza e inocularlos en una gran variedad de animales. Por su 
parte laidla\\ había empezado a utilIzar hurones para una serie de estudios de valoración 
sobre el distemper canino, y. C0l110 resultado o no, de la platica con Topley; Laidlaw, junto 
con \\'ilson. Smith y Andrew. empezaron a trabajar ese invierno utilizando hurones como 
animales dc experimentación 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 parecían ser 
inlllunes contra la infeCCión. 

Existe Ulla anécdota la cual nos cuenta que la influenza fue transmitida de un hurón 
infectado a lino de los cientificos más jóvcnes (Sir Charles Stuart-Harris) al cual se le tomo 
una muestra y el ,'¡rus fue reaislado para obtencr la cepa clásica WS del virus de influenza 
¡\ t>dás tardc se encontró que la infección podia ser transmitida 31tificialmente de hurones 
él I atolles. lIlducicndo en algullos de los cas.os una neumonía fatal. Estos hallazgos 
dirtglt.:ron a un progrl.!so r{¡pido en los conocimientos de las propiedades inmunológicas y 
patológicas del \'il us de inlluenza. En 1940. un segundo nrus fue aislado: y, se encontró 
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dirigieron a un progreso rápido en los conocimientos de las propiedades inmunológicas y 
patológicas del \'irus de influenza. En 1940, un segundo virus fue aislado; y, rcsultó ser 
dífl'rente en su estructura antigénica al compararlo con las cepas de 1933 (16). Este virus 
fue posh:riormcntc llamado virus de influenza B, para distinguirlo de el descrito por Smith 
y sus colegas cn 1933. Un tercer tipo, el virus de influenza e, fue aislado en 1949 por 
Ta)'lor (~5). 

En 1940 Bumet descubrió que el virus podía crecer en la cavidad amniótica y el 
liquido alantoideo de embriones de pollo, lo cual sugirió una alternativa nueva para el 
aislamiento y cultivo del virus. Este método dirigió el descubrimiento de las propiedades 
hcrnaglutinantes del virus (23), y el uso de técnicas de inhibición de la hemaglutinación 
para su estudio serológico. Estas dos técnicas simples han contribuido de gran manera al 
conoclI1liento del "irus de influenza. Más tarde un trabajo bioquímico realizado por 
Gotlschalk en 1957. mostró que el virus de influenza contiene una enzima neuraminidasa, 
la cllal. junto con la hemaglutinina (HA) es el componente antigénico más importante de la 
partícula \·iral. 

A partir de esa fecha, se han llevado acabo avances acerca de la naturaleza y 
descripción del RNA viral, lo cual explica la habilidad presente en los genes virales para 
reaparecer con cierta frecuencia(32); se han descubierto compuestos antivirales que inhiben 
la rcplicación del vims: entre ellos podemos citar a la amantadina y rimantadina (lO);)' más 
recientemente se ha descrito la secuencia completa de el genoma del virus. 
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2.2 CLASIFICACIÓN Y NOMENCLATURA 

El \ ¡rUS de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae (del griego myxa que 
sig,nitica "moco") (15); y se encuentra dividido en tres tipos con base a la antigenicldad 
pr~scl1tada en sus nucleoproteínas y proteínas de la matriz; los cuales son conocidos como: 
A.IlyC. 

a)Vmls de la influenza tipo A: pertenece al género Influenzavirus. Infecta a una gran 
proporción de animales de sangre caliente, principalmente aves y mamíferos, entre ellos 
el humano. Es el virus responsable de las pandemias debido a su gran.variación antigénica y 
se encuentra dividido en subtipos con base a las diferencias de dos de sus proteínas virales 
llamadas: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). 

h)Vlrus de la influenza tipo B: pertenece al género lnfluenzavirus. Infecta únicamente 
humanos y suele provocar epidemias y enfermedades respiratorias que casi siempre ocurren 
durante el invierno. 

c)Virus de la influenza tipo C: pertenece al género Influenza C. El humano es también su 
único hospedero. Se presenta en fOffila asintomática y cuando llega a causar enfermedad es 
de forma muy ligera. No causa epidemias y por lo mismo no tiene tanto impacto como la 
inlluenza tipo A o tipo B. 

La Organización Mundial de la Salud ha fijado reglas de nomenclatura que actualiza 
periódicamente sobre la base de nueva infonnación. La nomenclatura de los virus de la 
¡nflucnza se basa en su tipo antigénico y en infonnación epidemiológica, que incluye 
huésped original, lugar y año de aislamiento. Para el virus de influenza A, una descripción 
antigénica sigue a la designación de cepa e indica el carácter antigénico de los subtipos de 
hemaglutmina y neuraminidasa (28). Así pues los virus de la influenza son designados de la 
siguiente forma: primero el tipo de virus (A, B o C); segundo el hospedero (por acuerdo, si 
el hospedero es el humano no se escribe); tercero el lugar de aislamiento; cuarto el número 
de aislamiento y quinto el año de aislamiento. Cada designación es separada con 
diagonales. Para el caso del virus de influenza tipo A; los subtipos HA y NA son 
designados entre paréntesis (HxNy). Ejemplo: 

AfSingaporei6i86(HI N 1 l. 
AfSwineilowaiI5i30(H3N2l· 

BiBeijing!l84i93. 
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2.3 ESTRUCTURA VIRAL, COMPOSICiÓN Y MORFOLOGÍA 

El virus de influenza es un virus envuelto, de nuc1eocápsldc helicoidal y 
p!coll1órfico. ya que al observarlo al microscopio después de inocularlo en divcl sos 
sistemas de cultivo algunas cepas las obsenoamos de forma esférica y otras son 
c-'\trcmadamcnte heterogéneas en cuanto a forma, longitud y filamentos. El vitus de 
intlucnza licne un diámetro de 80 a 120nm y su nucleocápside mide de 6 a 9nm de diámetro 
(27). 

En el presente trabajo describiremos las características morfológicas del virus de 
influenza tipos A y B; del virus de influenza tipo e no se darán las características ya que no 
ticlle la misma importancia clínica que los anteriores. 

El virus de influenza tipo A o 8 es un virus con un material genético tipo ARN 
negativo de una sola cadena, el cual se encuentra segmentado en ocho partes, cada una de 
las cuales codifica para proteínas tanto funcionales como estructurales (Tabla 1). Los 
:segmentos del material genético del virus se encuentran envueltos por las nucleoproteínas 
(NP) formando el complejo Ribonucleótido-protéico (RNP). El complejo RNP se 
encuentra rodeado por una membrana donde la proteína de matriz (MI) constituye una parte 
integral. También encontramos dentro de la partícula viral tres proteínas con actividad de 
polimcrasa (PA, PBI Y PB2) las cuales son responsables de la replicación y transcripción 
del ARN. Ambos virus codifican proteínas no estructurales denominadas NSI y NS2. la 
primera la encontramos tanto en el virion como en células infectadas; mientras que la 
segunda solo se encuentra en el vi don. (27) 

PA 

HA 

NP 
NA 
MI 
M2 
M3 
NSI 
NS2 

tr,rlScriptasa y ,n 
transcripción. Proteína básica. 
Actividad de transcriptasa y endonucleasa. 

, Actividad de transcriptasa y en la elongación de la 
. :adena. Protelna ácida. 

Trímero, principal componente antigénico el cual une 
al virus con la célula 
Envuelve el ARN en el RNP fosforilado 
Tetrámero involucrado en la liberación del virus 
Proteína del core viral. 
Canal jónico, facilita el desnudamiento del virus. 
Péptido. Se desconoce su función 

Proteína no estructural de función desconocida 
Protelna no estructural de función desconocida. 

,\1odlficado de Karl A. Broks¡ad: A Sllor( Illfroduc(/o1I (o Influenza. 1998 



La superficie del virus de influenza presenta proyecciones superficiales que miden 
de 8 a 10 nm de largo y se encuentran situadas a intervalos de 8nm (28). En el virus de 
influenza tipo A, estas pro)ecciones corresponden a tres proteínas que son: 1.1 
hcmaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA) Y componentes de la proteína M2; esta última 
proteína esta presente solo en cantidades pequeñas y no se encuentra en cepas de influenza 

tipo B. Fíg. 1 

~"'~'" \ 
!'!ll 

" ,,\ 
\ 

RNP \ 

Fig. 1. Esquema del virus de influenza. Fields, BN. Virology. 1996. 
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A contilltJ(Jción se describirán las principales características funclonales ~ 
cstruc{lllalcs de las proyecciones del virus. ya que estas son importantes para su (hagnósllco 
t: infección 

:.: .. "':. 1 Ilcmaglutinina 

Se conoce como hemaglutinina (HA) por la habilidad del v¡¡us para aglutinar 
eritrocitos mediante la unión al ácido síálico contenido en la célula del hospedero. Es una 
proteína que se presenta en la superficie viral como proyecciones en forma de aguja. Cada 
una de las pro) ecciones tiene un tallo hidrofóbico de 25 - '28 aminoácidos por medio del 
cual se ancla a la membrana del vims. Según estudios realizados en el microscopio 
electrónico se pueden tener cerca de 500 de éstas proyecciones en un sólo virus. Mide 
aproxImadamente 5nm en su extremo más ancho y su extremo estrecho se encuentra 
insertado en la membrana lipídica (45). 

La HA tiene un peso molecular de 77 000 Y es un trímero de subunidades idénticas. 
cada una de las cuales comprende dos glicopolipéptidos unidos por un puente disulfuro los 
cuales son conocidos como HA 1 (328 a.a.) y HA2 (221 a.a.) (7). La estructura trimérica de 
la molécula HA esta conformada de dos distintas regiones: una región larga fibrosa que 
contiene residuos tanto de HA.:! como de HAI_ presenta estructura de a-hélice quc le sir\'e 
de anclaje a la membrana del \'irus y una región globular en forma de hoja p-plcgada la cual 
contiene el sitio de reacción con los eritrocitos y el determinante antigénico.(44). Fig 2. 

Sus funClOlles prinCipales son las siguientes: 

l. La HA se une a el ácido siálico contenido en los receptores de la superficie celulares. 
contribuyendo de esta forma a la adhesión de la partícula viral con la célula del 
hospedero. 

2. La HA es responsable para la penetración del virus dentro del citoplasma celular al 
mediar la fusión de la membrana con la partícula viral y formar el endosoma para que 
posteriormente se pueda liberar la nucleocápside viral en el interior de la célula. 

3. Es el antígeno principal del virus que provoca la producción de anticuerpos 
neutrallzantes. Se encuentra asociada con la aparición de las epidemias por IIlfluenza ya 
que presenta cambios en su estructura antigénica (19). 
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Fig. 2. Esquema del trímero de HA, el cual muestra los SItiOS de adhesión a los 
carbohidralos. el sitio de unión con el receptor y el anclaje a la membrana del virus. \Vilson 
L·\ SrrllClllrt:' oIlhe haemagglurinin membrane glycoprolein 1989. 

23.2 i'\curaminidasa G'A) 

La NA es un homotetrámero cuyo peso molecular es de 220 000. Tiene forma de un 
hongo por lo cual cuenta con un tallo)' una cabeza (15). Cada proyección en forma de 
hongo mide 8 oro de largo. Posee dos dominios hidrofóbicos, uno pemüte el anclaje a la 
membrana del virus y el otro (insertado en medio de una de sus subunidades) contiene el 
sitio activo enzimático y el detenninante antigénico. La cabeza de la molécula tiene forma 
de caja con un modelo proteico único. Cada monómero tiene 6 hojas ~-plegadas, )' cada 
hoja p-plegada contiene cuatro cadenas polipeptidicas (45). 

~us funciones principales SOn las siguicnh::s: 

l. Actividad biológica removiendo el ácido siálico de las glicoproteínas y principal 
determinante antigénico que dirige la variación antigénica. 

2. La neuraminidasa (acilneuramil-hidrolasa, Ee 3.2.1.18) cataliza la ruptura del enlace ex­
cetosídico entre un ácido siálico tenninal y una D-galactosa o D-galactosamina 
ad) acentes. 

3. Permite el transporte del virus a través de la capa de mucina presente en el tracto 
respiratorio, habilitando al virus para encontrar el camino a la célula blanco (15). 
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2.4 CICLO DE REPLlCAC¡ÓN 

La p~netración del \'Irus de influenza a la célula ocurre por un proceso denominado 
r.!nducilmi.\' mediada por l/11 receplol'; en el cual, la HA del virus se une a los residuos de 
ácido siálico presentes en las glicoproteínas o glicolípidos de la superficie celular 
ocufflendo la fusión y la formación del fagosoma. La NA no se requiere en el proceso; sin 
embargo se cree puede estar disminuyendo el pH a través de su actividad hidrolasa la cual 
promueve el proceso de penetración del virus a la célula (15). 

una \"ez que el virus se encuentra dentro de la célula en el fagosoma. éste se une con 
tos Iisosomas provocando la acidificación del fagolisosoma y activando las proteasas y 
lipasas, las cuales. van a destruir la envoltura del virus y el ARN viral (ARNv) es liberado. 
El ARNv liberado migra hacia el núcleo en donde se llevará a cabo la transcripción y 
r~phcación del \ irus. 

La transcripción del ARNv requiere enzimas tanto del virus C0l110 del huésped. 
Para las primeras fases de la multiplicación del virus es necesaria la presencia del ADN 
funcional del huésped. 

Como ya se mencionó el virus de la influenza contiene una ARN-polimerasa 
dependiente de ARN (ARN-transcnptasa) dentro del virión para transcribir los segmentos 
AfU"'; virales en los ARN mensajeros. La asignación de las proteínas virales a las 
aCli\'irlndcs de la ARN-transcriptasa no es precisa, pero se sugiere que su actividad de la 
transcriptasa viral requiere de las proteínas PI y P3 funcionales, mientras que la actividad 
de rcplicasa requiere también de las proteínas P2 y NP activas para la síntesis de nuevas 
cadenas negativas del ARNv. En las células infectadas se fonnan dos clases de ARN 
complementario (ARNc): 1) Transcripciones incompletas poliadeniladas de los ARN 
virales que estan asociados con polisornas y sirven de ARNm, y 2) transcripciones 
completas no poliadeniladas, que son los modelos para los ARN virales. 

La transcripción primaria del virus dentro de la primera hora de infección, puede 
ocurrir sin síntesis proteica y sólo produce ARNm. La replicación de los ARNc no 
poliadcnilados requiere de la síntesis de las proteínas virales, aparentemente para modificar 
la ARN-polimerasa y permitir la producción de copias completas. Los ARN 
complementarios son predominantes durante las 2 a 3 primeras horas de la infección y 
después predominan los ARN virales. Ambas clases de ARN complementarios y los ARN 
\ nales se forman separadamente para cada segmento de ARN viral a través de las 
hahitualcs formas de replicación intermediarias. Los ARN virales son posiblemente 
"lIltetizados en el núcleo (9). 

La nuclcocápside es sintetizada en el citoplasma y rápidamente transportada al 
núcleo. donde se encuentra una cantidad significativa de ARNv. A continuación la 
Iluclcocápsidc se desplaza hacia el citoplasma y emigra a la membrana celular. Las 
pw!cinas I lA Y :"A pcrmanccen en el citoplasma durante toda la replicación. 
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Unas cuatro horas después de la infección la proteína M viral se asocia con la 
sup;:"rficlc Interna de la mt'mbrana plasmáttca celular y zonas aisladas de la membrana 
aumentan de grosor e incorporan moléculas de HA y NA, que sustituyen gradualmente las 
proteínas del huésped en estos segmentos. Cuando segmentos de la nucleocápside 
hchcoidal inciden sobre la membrana alterada, ésta sufre una gemación y forma partículas 
virales que son liberadas a medida que \an siendo completadas (9). Fig 3. 

vcsit::ula 

endosoma 

retículo €P.doplásmico.A" 

4;~ 
g:~~ 

/~ 

sínt€:sls y glicasiladón de 
pf'::!t-::ínas. dI! ~n,!Q!tlJfa 

" prolelnas: de, la. envoltura Insertadas 
e.n lo! rr"!!mhnm.! p!!S.",2t!C! 

'" c;:;".p~~ ~ gl¡co:;¡:.-;c¡ón dv~; 
proteínas de envoltura 

Fig 3. Ciclo de replicación del virus de influenza, Fields, BN. Vir%g¡.' 1996. 
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2.5 PATOGÉNESIS EN HUMANO 

El virus de la influenza se transmite de persona a persona por medio de aerosoles; es 
decir. por gotitas de saliva producidas por un enfermo al estornudar o toser. Este 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 infección puede transmitirse 3 o 4 días después de 
la aparición de los síntomas (27). 

Al entrar el virus al huésped ocasiona cambios en el tracto respiratorio, tanto en el 
superior como en el inferior. Los cambios incluyen inflamación aguda difusa de la laringe, 
traquea y bronquios; observándose también inflamación de las mucosas y edema. Una vez 
dentro del tracto respiratorio, el virus se deposita en las vías respiratorias inferiores. 
ocasionando transfomlaciones en las células ciliadas que incluyen: pérdida de los cilios, 
aumento en el número de vacuolas e hinchazón. Se presenta también edema submucosal e 
hiperemia con infiltración de neulrófilos y células mononucleares. El antígeno viral se 
presenta predominantemente en células epiteliales y mononucleares. Después de 3 a 5 días 
del comienzo de la enfennedad, la mitosis se inicia y con ello empieza la regeneración del 
epitelio. Durante este tiempo un proceso de regeneración y necrosis celular puede 
presentarse simultáneamente. La recuperación completa del epitelio puede ocurrir un mes 
después de que aparecen las anonnalidades en el funcionamiento del pulmón o presentalse 
hasta que el paciente se recupera de los síntomas de la fase aguda (27). 

2.5.1. Características Clínicas 

2 5.1.1. Adultos 

La infección por el virus de influenza puede transcurrir en un rango que va desde la 
aparición de Una respuesta clínica con síntomas, una fonna de infección asintomática, o 
una neumonía primaria viral que puede progresar rápidamente a una enfermedad que traiga 
consigo fatales consecuencias. El periodo de incubación oscila entre 24 horas hasta 4 o 5 
días, dependiendo de la dosis de virus que penetra y el estado inmune del hospedero. El 
comienzo de la enfennedad es por lo general abrupto y va acompañado de dolor de cabeza, 
escalofríos, y sequedad en la garganta, a lo cual sigue la aparición de una fiebre alta (39-
40°C), mialgias y anorexia. La tos puede estar acompañada de espasmos y dolor. El signo 
más típico de la infección es la presencia de la fiebre, que en ocasiones puede llegar hasta 
los 41°C después de 24 horas de haber adquirido la enfennedad. La fiebre empieza a 
disminuir al segundo o tercer día de que comenzó la enfennedad. La mayoría de los 
estudios epidemiológicos indican que desaparece en el sexto día y tiene una duración media 
de 3 días. En un pequeño número de casos se llega a presentar un periodo secundario febril 
(I1 ) 

Puede presentarse también, anormalidades en conjuntiva como infecciones o un 
lagrimeo excesivo de la misma. Todos los síntomas pueden acompañarse de obstrucción 
nasal. rjnorrea y estornudos. 
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Conforme la t1eb!c ya disminuyendo. los signos y síntomas ¡espiratorios como la 
I O11.lIICa) la tos pueden llegar él intensificarse La tos cambia frecuentemente a una los seca 
que produce mínimas cantidades de un esputo. el cual es mucoide y puede llegar a ser 
purulenlo Después de que la fiebre y los síntomas en el tracto superior respiratorio 
dc<;,aparcccn. la tos y la debilidad persisten I a 2 semanas mas. La lIlfluenza es más 
frecuente y duradaa en personas fumadoras (26). 

2.5,1 2 Niños: 

Las manifestaciones clinicas en niños son similares a las observadas en adultos, pero 
c:-;istcn algunas diferencias entre estos dos grupos de edades. En los niños la fiebre llega a 
producir convulsiones. Al menos el 14% de la fiebre esta asociada con los síntomas del 
tracto respiratorio. Los niños(especialmente los menores a 3 años) presentan una gran 
incidencia de manifestaciones gastrointestinales como el vómito y el dolor abdominal. En 
neo natos aparece una fiebre inexplicable que puede tener consecuencias fatales. La otitis 
media. el crup. y la miositis son frecuentes 

E" lInportante hacer mención de que los virus de influenza A y B son principalmente 
responsahles de enfermedades graves del tracto respiratorio inferior en niños (5). Estudios 
realIzados en niños muestran que el virus de la influenza, principalmente el tipo A, es causa 
lI11p0l1Jlltc de lallngotraqueobronquitis (crup). neumonía, faringitis y bronquitis. En la era 
del \ lfU" de influenza tipo A, cepa H2N2. se asoció con el 8% de presencia de crup y todos 
estos casos requirieron de una hospitalización. En la era del virus de influenza tipo A, cepa 
113S~ se presentó un 24% de niños con crup. El crup se presenta generalmente en niños 
melloreS a un afio de edad. La influenza asociada con el crup es grave, severa y en la 
ma)-oria de Jos casos los niños deben permanecer intubados (6). 
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2 ~ 2 C\Hnp!¡caciones 

~_5 2_1 C.mlplicacíolles en el tracto respiratorio superior: 

LJ5 infecciones por el virus de la influenza aumentan el riesgo de desarrollar otitis 
ll1~dld. sobre todo en niños. Aproximadamente un 12% de los niños que adquieren la 
IllfluClva dcsmrollan esta complicación. De un 24 a un 33% de los niños hospitalizados 
por la enfermedad también la presentan (27). 

2.5 2. ~ Complicaciones en el tracto respiratorio inferior: 

Dos diferentes síndromes de neumonía severa pueden ser consecuencia de una 
1T1fección por influenza ya sea en niños o en adultos: 

a) J'clllllonía primaria viral: 

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

El caso típico de esta enfermedad se desarrolla abruptamente después del comienzo 
de la infección por influenza y progresa dentro de las 6 a 24 horas a una neumonía severa 
caracterizada por una respiración rápida, taquicardia, cianosis (en 80% de los pacientes), 
liebre alta (mayor a 40°) e hipotensión. La enfennedad progresa rápidamente a una 
hipoXCllllJ y muerte dentro del primer y cuarto día; la presencia de taquipnea y cianosis 
pronostica una consecuencia fatal. Los hallazgos patológicos en la traquea y bronquios son 
:-iundares a los observados durante la enfermedad sin complicaciones, sin embargo se 
presenta bronquioJitis. 

La neumonía presentada es una neumonitis intersticial acompañada de hiperemia 
~e\·cra ) ensanchamiento de las paredes alveolares con infiltración de leucocitos, dilatación 
capilar y trombosis. Las paredes alveolares llegan a desprenderse del epitelio. El edema y 
exudado intraalveolar están presentes; las membranas hialinas cubren las paredes 
ah colares: y ocurre entonces una hemorragia intraalveolar. La necrosis ocurre con ruptura 
de las paredes de los a!veólos y bronquiolos. 

Los sobrevivientes pueden desarrollar fibrosis intersticial difusa can una 
dl<.,nllnución en la capacidad de difusión del monóxido de carbono y en la tensión arterial de 
oxigeno (15) 
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h) :--"t:umonía bacteliana y \'iraL 

Es tres veces más común a la neumonía primaria viral; y se presenta debIdo a la 
pérdida J~ la capa mucociliar. Las bacterias involucladas son principalml!nte' 
,)'lreplocncclIs ¡Jllellmoniae, 5úaphylococcus allreus y ¡'¡aemophylus 11?/luen:ae. 
Clínicamente. este síndrome es indistinguible de la neumonía primaria viral, a excepción de 
que los síntomas de neumonía aparecen un poco después del comienzo de los síntomas de 
influenza, El rango de casos fatales para ambos síndromes es de un 10 a un 12%. Sin 
embargo. la coinfección con SfaphylococclIs allreus tiene un mayor rango de fatalidad que 
pucde estar por arriba de un 45% (15). 

2.5.2.3 Manifestaciones extrapulmonares de Influenza: 

a) \'lremÍa 

Es poco común en la infección por el virus de influenza. El virus se ha aislado de 
sangre en muy bajas cantidades al cuarto día del comienzo de la enfermedad. En una 
infección natural o experimental, se ha recuperado el virus a partir de sangre durante el 
primer al tercer día del peflodo de incubación pero no después. El VIruS fue detectado en 
mínimas cantidades en la sangre de dos pacientes con neumonía viral primaria fatal o al 
sexto dia después del comienzo de la enfermedad, y fue recuperado a partir de necropsia del 
hígado y bazo de uno de los pacientes. En resumen la presencia de viremia ha sido probada 
porque d virus estuvo presente en títulos bajos de tejidos extrapulmonares tales como 
corazón. hígado, bazo, rj¡ión y meninges obtenída de pacientes muertos por neumonía (15). 

b) :v1iositis 

En niilos, la miositis se localiza en los músculos, y está caracterizada por dolor al 
caminar Tiene un comienzo como una enfermedad respiratoria disminuida~ los músculos 
~e L'llcucntran hinchados; los niveles de enzimas musculares se encuentran elevados: el 
Cut so de la L'nfemledad es comúnmente benigno y reversible. Puede presentarse necrosis en 
d mú,",culo y un infiltrado celular inflamatorio. 

En adultos, se presenta dolor generalizado y debilidad muscular, aumcnto en los 
nivelcs séricos de enzimas musculares, miogloblllemia y mioglobinuria. Una falla aguda 
renal puede seguir a esta forn.1a de enfermedad. La patogénesis de la miositis pennanecc 
incierta. La necrosis de las células musculares puede o no presentar inflamación (15). 
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el ')índrornc de Rcyc 

Es L1na enfermedad metabólica )' Ilcurológica que se presenta en niños y 
.Idlllc"ct'lltt's Esta caraclel izada por una enccfalopatía no inflamatoria progresiva, la cual 
,,: acompaila de infiltración de grasas procedentes de vísceras. principalmente hígado, y que 
[c'iuha en una disfunción hepática SC\'ela, lo cual esta IIldlcada por el aumento en los 
\ ¿dores de lransaminRsas sericas y amonio, La administración de dosis terapéuticas de 
,,:dlcilatos es UIl factor de ricsgo pma el desarrollo de éste síndrome (1), El comienzo de los 
;>lIltolllas hepáticos) del Sistema nen ioso central (SNC) inician cuando se presenta una 
Ji:;minución de los síntomas en el tracto lesplratorio. El rango de casos fatales varía y se ha 
L',,>lllllaJo entre un 22 y 42% (16). 
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2.6. DIAGNOSTICO 

El diagnóstico de l)lesunción de influenza puede establecerse frccuentcmentL' 
basandosc en consideraciones clínicas y epidemiológIcas. Por regla gencla\. la 
confirmación por el laboratorio de un diagnóstico clínico es demasiado costosa para casos 
1I1di\ ¡duales o esporádicos, pero se emplea para confirmar la presencia del agente en la 
I:otllunidad. determinar su tipo específico y realizar estudios epidemiológicos. El 
dIagnóstico puede establecerse por tres procedimientos generales: 1) aislamiento del virus. 
2) dClllostlación del aumento de anticuerpos específicos; 3) presencia de antígenos 
cspccilicos en las células de las VÍas respiratorias de las secreciones nasales. gargadsmos o 
c:\udado faríngeo (9). 

El aislamiento del \'irus se realiza frecuentemente inoculando secreciones nasales y 
faringeas en el saco amniótico de embriones de pollo de 9 a 10 días de edad. Tras la 
incubación. durante 2 o 3 días, la presencia del virus puede comprobarse en el líquido 
amniótico o alantoideo por prueba de hemaglutinación. Para detectar los virus de influenza 
A )' 8 se utilizan eritrocitos de humano tipo O Rh positivo o de pollo. Para el aislamiento 
del \'irus de la influenza pueden usarse también células de riñón de perro (MOCK). Cuando 
los aislamientos de virus en cultivo celular tienen un título de hemaglutinina 
constantemente bajo. puede ser ventajoso su pasaje a huevos para elevar el título viraL Los 
nrus recién aislados. tanto en embriones de pollo como en cultivos celulares. son 
tipificados regularmente por medio de pruebas de inhibición de la hemaglutinación. 
~¡r\ ¡cndose de antisueros normalizados. Flg 4. 

I.as técnicas inmunológicas constituyen los métodos utilizados más frecuentemente 
para el dIagnóstico de la infección por influenza (15). Considerando que la mayoría de las 
personas tienen anticuerpos para los VIrus de influenza ya en el momento de la infección, es 
esencial demostrar un incremento de anticuerpos mediante comparación de los títulos de 
muestras de suero obtenidas durante la fase aguda y de convalecencia de la enfermedad. La 
tccll1ca de inhibición de la hemaglutillación es la mas utilizada para este objeto. 

Las tecnicas de inmul1ofluorescencia proporcionan un método para establecer el 
diagnóstico de influenza cuando el paciente se encuentra aún en la fase aguda de la 
cnfcnlledad. El procedimiento exige sólo un examen de células descamadas de la región 
nasofaríngea. tras su reacción con anticuerpos conjugados con fluoresceína: el examen 
rC\'c!a la presencia de <mtígenos específicos (9). 
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rratalTllcnto con ,1ntlbióticos 
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Fig 4. Esquema de la metodología seguida para el diagnóstico de virus dc influenza. 
Ablt:\'ialuras: MDCK: células de riíi.ón de perro; EP' embrión de pollo: ECP: efecto 
cttopatlco: HA: hemaglutinacíón: G.R.:GIÓbulos rojos: c.e.: cultivo cclular: fHA: 
inhibIción de la hcmaglutinacióll. Modificado de Lennete. HE. Ma11l1a/ de Microbi%g[o 
(¡¡I/lca 1987. 
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2.7 I'REVENClON y CONTROL 

r:\.i~lcn dos medidas disponibles las cuales reducen el impacto de inf1u~llza: 

"l.,7 1 La inmunoprofilaxls: la cual involucra el uso de vacunas. 
2. 7.2 Qturnioprofilaxis: involucra el uso de fármacos antivlrales. 

=' 7.1 Inrnunoprofilaxis (Vacunas): 

La \'acuna disponible es una vacuna trivalente la cual contiene dos cepas de 
lIltlucnL..1 tipo A (HINI, H3N2) Y una cepa de influenza B. Esta vacuna \ aria año Con año 
debIdo a los cambios antigénicos del virus; y es propuesta en base a estudios 
epidemiológicos que son registrados por la Organización Mundial de la Salud la cual 
dClarnina que cepas virales comprenderá la vacuna; así pues. se tiene que para la 
temporada de 1998-1999 las cepas vacunales son: Influenza A/Sidney/5/97(I-I3N2). 
A/Ilcijing/262/95 (HI NI) Y B/Beijingll85/93. 

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

a) Vacuna inactivada: es realizada a partir de virus crecidos en embrión de pollo y puede 
"el de dos tipos: una con el virus completo, la cual proporciona mayor inmunogenlcldad 
~ o\ra que contiene al \'irus fraccionado. La inacüvación de la vacuna se logra por la 
utilización de formaldehído o P~propíolactona seguida por disgregación con detergente 
Para la que contiene al virus fraccionado se requiere de una purificación adicional de las 
glIcoproteínas de superficie. Su administración es por vía parenteral; principalmente 
intramuscular y se aplica una sola dosis. 

b) Vacuna atenuada. se obtiene a partír de \'arios pases en cultivo o por un rearreglo 
genético con una cepa menos patogénica (AlAnn~Arbor/6/60 (H2N2)). Su 
administración es vía oral o intranasal y se encuentra en proceso de evaluación (45). 

La mayoría de los niños y adultos jóvenes desarrollan altos títulos de anticuerpos 
iuhibidorcs de hemaglutinina postvacunación. Estos títulos protegen con1ra la enfermedad 
causada por cepas similares contenidas en la vacuna o variantes relacionadas que pueden 
surgir durante los brotes. Personas mayores y con enfermedades crónicas pueden 
desarrollar hajos títulos de anticuerpos a comparación 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 
hospitalización y muerte. 

La \f1cuna debe aplicarse a partir de octubre y hasta la mitad de no\"iembre para el 
hl'mi",fcrio norte, ~, en abril) mayo para el hemisferio sur. Debe repetirse anualmente 
{h:bJuo;¡ lo') cambios antigénicos que presenta el "illlS ell su supcdicic ) es de primordial 
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importancia aplicarla en grupos de alto riesgo los cuales están dados en base a las 
compllcaciol1cs de salud que puedan presentarse. Estos grupos son: 

l. Personas mayores de 65 años de edad. 
2. Residentes de casas de ancianos y cuidados crónicos. 
3. Niños y adultos con enfermedades crónicas, pulmonares y cardiacas. 
4. Personas con enfermedades metabólicas crónicas, incluyendo diabetes, enfermedades 

renales. hemoglobinopatías e inmunosuprimidos. 
5. Personas de 6 meses a 18 años de edad a los cuales se les de un tratamiento prolongado 

con ácido acetilsalicílico ya que corren el riesgo de presentar el Síndrome de Reye 
después de haber padecido influenza. 

6. Mujeres embarazadas del primer trimestre en adelante. 

La eficacia de la vacuna depende de la edad e inmunocompetencia de la persona que 
recibe la vacuna y del grado de similitud entre las cepas incluidas en la vacuna con las que 
se encuentren circulando. Para adultos jóvenes y niños la eficacia es de un 70%, para 
ancianos viviendo en comunidad es eficaz previniendo hospitalización por neumonía en un 
70% y para ancianos viviendo en asilos es de un 50 a 60% eficaz en prevenir 
hospitalización y 80% en prevenir muerte. 

Las reacciones adversas incluyen: 1 )alergia a la albúmina de huevo y enfermedad 
febril; 2) reacciones locales como lo son el dolor, enrojecimiento e induraCión en el sitio de 
vacunación; 3) reacciones sistémicas que incluyen fiebre, malestar, mialgias. urticaria. 
angiedema, anafilaxia, Síndrome de Guillain-Barre; los cuales se presentan de 12 a 16 horas 
después de la aplicación de la vacuna. 

Existen perspectivas de vacunas nuevas, sobre todo para lograr la sustitución del 
embrión de pollo, entre éstas perspectivas tenemos una vacuna recombinante adaptada al 
frío, mutantes sensibles a la temperatura, inserción de genes del virus de influenza en el 
genoma del virus vaccinÍa y empleo de adyuvantes como el N-acetil muramil L-alanil 0-
isoglutamina (27). 
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27.2 Quimioprofilaxis: se utilizan dos medicamentos. la amantadina y la rimantadina los 
CUJles intcrvlcnen con la replicación del virus de influenza tipo A y presentan las siguientes 
características: 

• Su eficacia es de un 70 a 90% previniendo enfermedad. 
• Se usan en profilaxis y tratamiento ya que reducen la severidad y duración de signos y 

síntomas de influenza cuando se administran durante las primeras 48 horas de su 
comienzo. 

• 1\0 se utilizan como sustitutos de la vacuna. 
• Su administración debe ser diariamente durante el periodo en el cual se mantenga el 

brole de influenza en la comunidad. 
• Los medicamentos pueden ser administrados dos semanas después de la vacunación y no 

interfieren con la misma. 
• Se administran a los grupos de alto riesgo. 
• La dosis es de 100mgldía y en ocasiones es recomendable la administración de 

200mg/dia (15). 

Los efectos adversos pueden ser neurológicos y gastrointestinales. Dentro de los 
neuTológicos se presenta: ansiedad, dificultad en la concentración, mareos, ataxia e 
insomnio. Los gastrointestinales son: nausea, vómito y boca seca. Estos efectos son 
benignos y tenninan al suspender el medicamento o pueden disminuir a la semana de haber 
empezado la medicación (40). 

Las interacciones farnlacológlcas se presentan con estimuladores del Sistema 
Ncr. ioso Central. antihlstamínicos y anticolinérgicos (45). 



3. CULTIVO CELULAR 

Un cultl\'o celular se define como el conjunto de células que p\OyiCnCll de un tejido 
el cual es disgregado por medio de métodos mecánicos O cnzimáticos. Puede sel cultivado 
como una mono capa adherente sobre una superficie sólida (botellas de plústico) o una 
suspensión en un medio de cultivo (40). Fig 5. 

embrión 
I 

alllIl1al adulto 

disección 

digestión enzimática 

I 
cultivo celular 

órgano 
I 

Fig 5. Mctodo de obtenc1ón de un cultivo celular. ModificacIón de CUIIl/re 01 Animal Celh" Fre\'!mey, 1987 

Como la proliferación de células se presenta en cada cultivo. la propagación de 
lincas celulares resulta factible. Una mano capa o suspensión celular. con un rango de 
crccillllcnto significativo puede ser dispersada por tratamiento enzimático dentro de botellas 
especiales para ello: éste método constituye un pase)' las hijas del cultivo así formadas 
Inician lo que se conoce como una línea celular La fonnación de una línea celular a partir 
de un cultivo primario implica: 1) un aumento en el número total de células a través de 
\arias generaciones; 2) que las células o líneas celulares con capacidad de crecimiento 
similar predominaran: lo cual trae como resultado un 3) grado de uniformidad en la 
población celular. La línea celular puede ser caracterizada, y estas características 
permanecerán durante su tiempo de vida. La derivación de la continuidad en lineas 
cdulares por lo general implica un cambio fenotípico o una transformación (17). 

Cada línea celular necesita ciertos requerimientos para su crecimiento, los cuales. 
son determinados a través de condiciones experimentales y sobre todo por la adaptación que 
presentan las poblaciones celulares ante el medio utilizado. Dentro de los requerimientos 
tenemos los fisicoquímicos: pH, temperatura, presión osmótica. O2 y C02; y los 
nulricionales: vitaminas, aminoácidos, hormonas, entre otros; los cuales son 
proporcionados por el medio de cultivo que son generalmente sintéticos, y la atmósfera en 
la cual se mantienen las líneas celulares (40), 

l.os culti\'os celulares se utilizan para realizar un sin fin de estudios: entre [os cuales 
tenemos el aislamiento de virus. Con respecto a éste aspecto nos ofrecen mucha ventaja, 
ya que rodemos lener acceso directo del \ irus a la superficie celular. podemos llevar a cabo 
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la propagación del virus )' por consiguiente realizar otros estudios de tipo gl..'nético. 

prep.:ll deióll como reactivos de diagnóstico y creación de vacunas (19). 

Para que un virus pueda replicarse en una línea celular, es preciso contar con una 
línea que proporcione las circunstancias necesarias para la activación viral y que pueda ser 
I..'\aminada ell lo que se refiere a la morfología celular. La infección viral en cultivos 
celulares puede ser evaluada por. 1) La observación del Efecto Citopático (ECP), el cual se 
define como el efecto que causa el virus en la morfología celular y éstos efectos pueden ser 
un3 lisis celular. formación de células gigantes multinucleadas o sincicios, formación de 
cdulas en racimos o fOffilación de cuerpo de inclusión; 2) la actividad metabólica 
c,'idcnciablc por cambios de pH en el medio de cultivo y 3) por la producción de placas 
lilieas en algunos tipos de cultivos celulares (30). 
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3.1 CARACTERíSTICAS DE lAS LÍNEAS CELULARES SUSCEPTlBI.ES A LA 
INI'ECCION I'OR VIRUS DE INFLUENZA 

3.1.1 ~1DCK tMadln-Darby-Canine-Kidney). 

Derivadas de un riiión 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 morfología de fibroblastos. sin embargo se realizaron 
pases de ellas. 6 veces en intervalos de 7 días; lo cual condujo a la formación de un epitelio 
por lo cual su morfología actual es de éste tipo. Las células fueron admitidas por la ATCC 
(Amcrican T) pe Culture CoJlection) como CCL 34 en el pase 49 (21). 

La línea celular MDCK a diferentes pases. ha sido utilizada en numerosos estudios 
\ ¡rales.)a que permite el crecimiento del virus exantemático 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 
dlploide. 

3 1.2 VERO (Células de riií.ón de mono verde africano, Cercopithecus aelhiops) 

La línea celular VERO fue obtenida por Y. Yasumura y Y. Kawakita en la 
Universidad Chiba, en Chiba Japón el 27 de Marzo de 1962 a partir del riñón normal de un 
mono verde africano adulto. Las células obtenidas fueron llevadas al laboratorio de 
Virología Tropical del Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas en el pase 
93 por B. Simizu el 15 de Junio de 1964. Su morfología es de tipo fibroblastos y son 
células diploides (21). 

Las células VERO han sido extensamente empleadas en estudios de replicación 
viral. Esta línea celular ha sido muy utilizada para el ensayo de SV-40, SV-5. el virus del 
:"uampión. arbovirus. reovirus. el virus de la rubeola. adcnovirus y poliovilUs. La línea fue 
odmitido por lo ATCC como CCl. 81 en el pose t13 (2t). 
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3 L] I1Ep-2 (Células de Carcinoma Epidcllnoide Laríngeo Humano.) 

La linea celular HEp-2 fue establecida por A.E. Moore, L. Sabache\Vsky y H.W. 
roolan en 1952. Fue obtenida a partir de tumores que habían sido producidos en ratas 
destCladas después de la inyección con tejido canceroso proveniente de la laringe de un 
hombrc caucásico de 56 años de edad. El aislamiento in \litro fue acompañado de varias 
madas de !luido amniótico bovino. extractos de embrión, suero humano y de caballo y 
~olucioncs balanceadas de sales: por lo cual es una linea celular que resiste cambios de 
temperatura ~ requerimientos nutricionales, y dificilmente pierde su viabilidad. Presenta 
morfología de epitelio (21). 

Las células HEp-2 fueron admitidas en la ATCC como CCL 23 en 1961. Han sido 
utilizadas para estudios experimentales de la producción de tumores en ratas, hámsters, 
ratones. embriones de pollo y pacientes voluntarios en etapa tenninal de cáncer. Son 
susceptibles al crecimiento de lOa 14 arbovirus, el virus del sarampión, cepas virulentas y 
a\'irulentas 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 Mucoepidennoide Pulmonar Humano). 

La línea celular NCI-H292 se obtuvo en el Laboratorio de A.F. Gazdar en 
No\ iembrc de 1980. a partir de una metástasis de un nódulo cervical proveniente de un 
C,lIlC\!f Illucocpldcnnoide pulmonar de una mujer negra de 32 años de edad. Las células 
olHenidas fueron aisladas y mantenidas en un ambiente químico definido en medio libre de 
SUCIO (HITES) Y más tarde se adaptaron al crecimiento de medio con suero. Las células 
maOlU\'lerOn sus cmactcrísticas mucoepidennoides en el cultivo. 

Son susceptibles al crecimiento del virus de la hepatitis B (HBV), por 10 cual esta 
línea se ha seleccionada como prototipo para estudios acerca de la patogénesis de la 
hepatitis viral y el cáncer de hígado. Es una línea celular humana con un número de 
cromo<;om<lS dirloide y una morfología de epitelio. Fueron incorporadas a la ATCC como 
CRL 1848 en el pase 64 (21). 
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4. OBJETIVOS E HlPOTESIS 

Objetivos: 

1. Determinar y comparar la permisividad que se presenta entre 1 incas cel ulares de origen 
renal y laríngeo, al virus de influenza con la finalidad de implementar su utilización en 
el aislamiento y cultivo del mismo. 

2. Establecer un método de inoculación eficiente que pennita el aislamiento y cultivo del 
virus de influenza tipos A y B; para cada una de las líneas celulares utilizadas. 

Hipótesis: 

La utilización del método de inoculación aplicando centrifugación e incorporando 
tri psi na al medio de mantenimiento aumentará la permisividad de las líneas celulares al 
\ irus de influenza y disminuirá el tiempo de aparición del ECP lo cual ayudará al 
aislamiento y por lo tanto al diagnóstico del virus de influenza tipos A y B. 
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S. MATERIALES Y MÉTODOS 

-) I T ripsinizaclón de células 

iv1alcrial. 

• Cajas para cultivo de 25cnl y 75cm2
-

• Tubos shell vial de vidrio estériles 
• Pipetas estériles de Iml, 5ml y lOml 

• Plpelor o perilla 
• Tubos para centrifuga (15011) 
• t-.-1cdio de crecimiento (anexo) 
• Solución de Tripsina/Verseno 1:9 
• I vaso de precipitado estéril de 250011. 

El procedimiento para preparar el subcultivo es partiendo de una caja de 75cm2 

confluente: 

l. Decantar el medio y añadir 2ml de tripsina-verseno. 
") Agitar suavemente y decantar la solución de tripsina-vcrseno. 
J. Adicionar nuc\'amente 2ml de tripsina-verseno y distribuir por toda la monocapa celular 

agitando suavemente durante un minuto. 
4. Decantar el medio y adicionar 2011 de solución de Iripsina-verseno . 
). Incubar durante 5 minutos a una temperatura de 37°C hasta que las células se 

dc~prendan de la superficie de la caja. En ocasiones es necesario golpear la caja con 
cierta fuerza para ayudar a desprender las células. 

Ó Adicionar 205ml de medio de crecimiento para inactivar la tri psi na. 
7. Pasar la suspensión a un tubo de centrifuga de 15ml y centrifugar a 1200rpm durante 10 

minutos 
S. Tirar el sobrenadantc y resuspender la pastilla en 2ml de medio. Pipetear varias veces 

para romp~r el conglomerado de células 
9 ., ransferir la suspensión de células a cajas de 75cm2

, 25cn/ O tubos shell \'ial y aforar 
según tabla 2 con medio de crecimiento. 

I O.lncubar las cajas a 37°C en ambiente húmedo y 5% de CO2 (12). 

Es importante aclarar que para cada línea celular el tiempo en el que se desprenden 
las células es diferente, por lo cual debe vigilarse constantemente la mono capa celular para 
evitar que la tripsina destruya las células. 
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Tabla 2. Vol limenes de aforo para los diferentcs recipientes utilizados en cultivo celular. 

Recipiente de cultivo celular volumen de aforo (mi) 
Cait1 de 75cm- 15.0 
Caja de 25cm- 5.0 
Tubos shell vial 1.5 

:5 :2 lv1étodos para inoculación 

~lalelial 

• Micropipcta de 100fd a IOOOftl 
• Puntas para micropipeta estériles 

• Pipclor o perilla 
• Cajas de 25cI112 O tubos shell vial con monocapa de células confluentes 
• t\kdio de mantenimiento(Anexo) 
• Baila de hielo 

5.2.1 \létodo de inoculación simple (in). 

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

2. Inocular 200pl de la muestra. 
3. Incubar durante una hora a 34°C. 
-1. Adicionar 1.5 mi de medio de mantenimiento sin tripsina. 
5 Dejar en incubación a 34°C hasta la observación del efecto citopático (ECP). 

5.2.2 \létodo de inoculación con incorporación de tri psi na al medio de mantenimiento (trp). 

l. Decantar el medio de los tubos shell vial}' realizar dos lavados de la monocapa celular 
con medio de mantenimiento con tri psi na. 

2. Inocular 200¡J1 de la muestra. 
3. Incubar durante una hora a 34°C. 
4. Adicionar 1.5 mi de medio de mantenimiento con tri psi na (anexo). 
5. D~jar t!11 incubación a 34°C hasta la observación del ECP. 
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5 ~.3 ¡\ktodo de lIlaculacíón con aplicación de centrifugación (cfg). 

1, Decantar d medio de los tubos shell \'ial y realizar dos lavados de la monocapa celular 
cO!11l1cdio de mantenimiento sin tripsina. (ane'\o). 

""') Inocular =:OOpl de la muestra. 
_l. Ccnltifugar a 700g dUlantc 20 minutos . 
.. L :\dicionar 1.5ml de medio de mantennnicnto sin tripsina (anexo). 
5. [JeJaf en incubacíón a 34°C hasta la observación del ECP. 

5.24 Método de inoculación con aplicación de centrifugación e incorporación de tripsina al 
medio de mantenimiento (cfg!trp). 

l. Decantar el medio de los tubos shell vial y realizar dos lavados de la monocapa celular 
con medio de mantenimiento con tripsina (anexo). 

2. Inocular 200~11 de la muestra. 
3. Centrifugar a 700g durante 20 minutos. 
4. Adicionar 1.5ml de medio de mantenimiento con tripsina. 
5. Dejar en incubación a 34°C hasta la observación del ECP. 

i\OT A: se dehe realizar al mismo tiempo dos testigos negativo los cuales consisten de una 
monocapa celular con medio de mantenimiento con tripsina O sin tnpsina (anexo). Cada 
una de las muestras se realiza por duplicado. 

5.3 Cosecha del virus a partir del cultivo Celular 

tvfatcrial: 

• Pipetas Pasteur estériles. 

• Pipetor o perilla 
• Tubos de criofractura estériles 
• Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) a pH= 7.2; estéril 

• Baño de hielo 

J. Rotular el tubo con el númerO de la muestra que se va a cosechar y el tiempo de 
incubación al que fue sometido. Colocar en baño de hielo. 

2. Destapar el shcll \ ial ~ extraer el contenido del mismo. teniendo cuidado de 
homogeneizar bien la mucsttt'1 para realizar una buena separación de las células del fondo 
del lubo. 

3. Depositar el líquido cosechado en los tubos de eriofractura. 
4. Centrifugar el líquido extraído a 2000rpm durante 15 minutos a 4°C. 
5. Decantar el sobrcnadantc en un tubo limpio y adicionar al sedimento un volumen de PBS 

eqUIvalente al del sobrenadan te. Homogeneizar bien. (sedimento). 
6. Colocar el homogenizado a _70°C durante una hora para favorecer la ruptura de las 

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

8. Almacenar el sedimento y el sobrenadante a 4°C. El sedimento se utilizará para la 
prueba de Inmunofluorescencia y el sobrenadante para la prueba de hemaglutinación. 

5.4 Prueba de Hemaglutinación (PHA) 

¡\ .. faterial: 

• Placa de microtitulación de poliestireno de 96 pozos de fondo en "u,. 
• Micropipeta multicanales 
• Micropipeta de S0J.11 
• Puntillas para micropipeta estériles 
• Solución de Buffer de fosfatos (PBS) estéril 
• Solución de eritrocitos de pollo al 0.8% 
• Cosechas obtenidas a partir del cultivo del virus en las células 

l. Adicionar a los pozos del 2 al 12 de la placa de micro titulación, 2SJ.11 de solución PBS. 
2. Adicionar 50J.11 del líquido cosechado a partir de las células, al primer pozo. 
3. Realizar diluciú:-es seriadas dobles desde el pozo no. 1 hasta el pozo no. 12, utilizando 

la micropipeta multicanales a volumen fijo (25~1). No olvidar desechar los últimos 25~1. 
4. AdicIOnar 25¡ . .tl de la suspensión de eritrocitos al 0.8% a cada pozo. 
S. Colocar las placas sobre una gasa húmeda y dejarlas a temperatura ambiente. Después 

de 30 minutos se torna la lectura de los títulos 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 título viral se determina por medio de la 
más alta dilución del virus que cause hemaglutinación completa. 

5.5 Prueba de Inmunofluorescencia indirecta (lFA) 

Material: 

• Sedimento de células inoculadas, las cuales presentaron ECP 
• Micropipeta 200J.11 
• Puntas para micropipeta estériles 
• Portaobjetos con cubierta de teflón, para IF A 
• tubos de centrífuga 
• Cámara húmeda 
• Estufa a 37°C 
• Caja de Couplin 
• Vaso de precipitados con una solución de cloro, para desechar las puntas de la 

micropipeta y la solución de PBS utilizada en los lavados. 
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• Papel secante o papel higiénico 
• ~1icroscopio de fluorescencia 
• Centrífuga clínica 
• Solución de POS 
• Solución de PBS-Tween (al (% de Tween). 
• Solución de Hanks 
• Acetona fria 
• Kit comercial para inmunofluorescencia indirecta DAKO 
• Yoduro de propidio 

l. Adicionar 2ml de solución 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 O.5ml de solución de Hanks. 
3. Rotular los portaobjetos. 
4. Con ayuda de la micropipeta colocar cada una de las muestras, por duplicado, en los 

pozos del portaobjetos. 
5. Secar las muestras a temperatura ambiente (aproximadamente 15 minutos). 
6. Colocar en una caja de CoupJin los portaobjetos con las muestras ya secas y agregar 

acetona fría hasta que los cubra, dejar a 4°C durante 10 minutos. 
7. Quitar el exceso de acetona lavando cada uno de los portaobjetos suavemente. 
8. Secar a temperatura ambiente. 
9. Con ayuda de la micropipeta colocar el reactivo de IF A (anticuerpos contra influenza A 

y B) en cada uno de los pozos de las muestras y de los testigos, procurando que cubra el 
pozo completamente. 

10. Colocar los portaobjetos en la cámara húmeda e incubar en la estufa a 37°C durante 30 
minutos. 

11. Lavar con PBS-tween 20 los portaobjetos. 
12. Secar los portaobjetos con ayuda de papel higiénico, procurando no tocar las muestras 

en los pozos. 
13. Adicionar una gota de anti-anticuerpo marcado con FlTC (isotiocianato de 

fluoresccína). 
14. Repelirdel paso 10 al 12. 
15. 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 cámara húmeda y en oscuridad. 
17.Agrcgar una gota de liquido de montaje al centro de cada uno de los pozos y colocar un 

cubreobjetos limpio. 
18.Examinar en el microscopio de fluorescencia el área completa de cada uno de los pozos 

que contienen los testigos positivo y negativo, así como las muestras. 
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6. RESULTADOS 

La pcnnisividad que presentan cada una de las líneas celulares al virus de influenza se 
dctennínó 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 observó ECP y se obtuvieron resultados positivos en las pruebas de 
hcmaglutinación e inmunofluorescencia indirecta. (fig 6.1- 6.6). Así tenemos que las líneas 
celulares permisivas al virus de influenza A cepa HINIOAlHINl) y cepa H3N2 (IAlH3N2) 
fueron -rvIDCK y VERO mientras que para el vinlS de influcwa B (lB) fueron MDCK, 
VERO y IlEp·2. 

A continuación se muestran para cada una de las líneas celulares empleadas, los 
esquemas de una monocapa de células normales; con efecto citopático (ECP) y una 
inmunoflunrescencia indirecta positiva. 

Fig 6.1: Monocapa nonnal de línea celular HEp-2 (izquierda) y efecto citopático (derecha) 
que causa el virus de influenza B. Observación al microscopio de luz invertido, objetivo 10x. 
Se observa que la morfología característica de la línea se ha perdido y las células estan 
redondeadas. 

34 



Fig 6.2: lrununofluorescencia indirecta positiva para el virus de influenza B en línea celular 
IfEp-2. La.:; células verdes fluorescentes son positivas a éste virus y las rojas son las 
negativas 

Fig 6.3: Monocapa normal de linea celular VERO (izquierda) y Efecto citopático (derecha) 
que causa el virus de influenza B. Obsevación al microscopio de luz invertido con el objetivo 
10X. Se observa que la morfología característica de la línea se ha perdido y las células se 
muestran redondeadas con gránulos en su interior. 
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Fig 6.4: Jnmunofluorescencia indirecta positiva para el virus de influenza AlH3N2 en línea 
celular VERO. Las células verdes fluorescentes son positivas a éste virus y las rojas son las 
negativas. 

Fig 6.5: Monocapa nonnal de línea celular :MDCK (izquierda) y efecto cítopático (derecha) 
que causa el virus de influenza B. Observación al microscopio de luz invertido, objetivo 10x. 
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Fig 6.6 Inmunofluorescencia indirecta positiva para el virus de influenza B en línea celular 
1\ fDCK. Las células verdes fluorescentes son positivas a éste virus y las rojas son las 
negativas. 
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(, I Linea celular HEp-2: 

Esta línca celular no fue permisible para el virus lA cepas HINl y H3N2. ya que a 
Il1ngún pase se logró obtener un título hemaglutinante (tHA) y al realizar las pruebas de 
IF '\. estas fueron negativas. 

Para el caso de 1 B los cuatro métodos empleados permitieron el aislamiento del 
virus ya que a un primel pase se obtuvieron títulos hemaglutinantes y al realizar la prueba 
de IFA éstas resultaron positivas (Figura 6.1, 6.2). En cuanto a la eficiencia del método 
podemos decir que el de tripsina es el más eficiente ya que a un bajo pase nos permite 
obtener un {HA (1 :64); sin embargo no podemos descartar a los métodos de cfg y cfg!trp 
que a un segundo pase nos producen un tHA de 1 :64 (figura 6.7). 

6.2 Linea celular NCI-H292. 

:-':0 se logró el aislamiento y cultivo de los lA/HINI y H3N2 e lB por ninguno de los 
métodos empleados por lo tanto se considera que ésta línea celular no es permisible al virus 
de mfluellza . 

63 Línea celular VERO. 

La linea celular VERO fue pemüsible para los virus INHINI, INH3N2 e lB de 
acuerdo a las pruebas de cultivo celular e IFA realizadas. 

PalíJ IA/HINI se obtuvieron títulos hemaglutinantes a partir de un segundo pase 
mediante tres de los metodos de inoculación utilizados. En cuanto a la eficiencia de cada 
uno dt: los métodos podemos decir que el método de cfgltrp y cfg son los más adecuados ya 
que a un segundo pase obtenemos un tHA de 1 :64 y el tiempo en el cual se observó el ECP 
es de 4 dias (figuras 6.8 y 6.14). Para INH3N2 los métodos de trp y cfg permiten 
obtener tHA a un primer pase sin embargo este título es muy bajo. A un segundo pase el 
tilA alllllenta para el método de cfg y cfg/trp (fig 6.9) 

Para lB todos los métodos de inoculación empleados nos muestran tHA a partir de 
un primer pase; sin embargo se obtienen tHA mayores al utilizar cfg/trp y trp (1: 128), por lo 
lanto la ohsenación del ECP es a un menor número de días (figura 6.16). Los otros dos 
métodos 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 rápido como con los 
otfl1S mélOdos (Figura 6.10) Y 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 utilización de 
centrirugación es una mejor alternativa ya que en ésta el tHA va en aumento. 
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Fig 6.9:Comparación de Métodos de Inoculación en línea celularVERO con (AfH3N2. 

In: método deinorulaclón simple Trp: método con incorporación detripsina al medio de 

mantenimiento. Cfg' método con aplicación de centrifugación Cfgltrp: método con 
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6.-J. Línc3 celular MOCK. 

La linl!a celular fue permisible para ambos tipos de vinls de influenza empleados. 
1:11 {:llanto a la eficiencia de los métodos: para IAlHI NI podemos decir que la utilización de 
cfg 'trp es eficiente} a que a partir de un segundo pase el tHA que se obtiene es de 1: 128 y 

aumenta conforme el número de pase manteniéndose constante a partir del cuarto pase 
(ligura 6.11). Para este caso la utilización de trp y cfg también son útiles ya que a un tercer 
pase se obtienen tHA de 1: 128 (figura 6.11). Con IAlH3N2 se obtuvieron tHA con todos 
los metodos a un primer pase; teniendo para los métodos de cfg y cfgltrp un tHA de 1 :32 
11lIcntlas quc para los métodos de inoculación y tfipsina 1:16. A un segundo pase el título 
aumento para los métodos de trp, cfg y cfg!trp por lo cual se considera a éstos como 
eficientes (figura 6.12). 

Para IB con todos los métodos se obtiene tHA a un primer pase; sin embargo 
podemos observar (figura 6.13) que al utilizar los métodos de trp y efg/trp el tHA es mayor 
(!: 128) )' el número de dias para observar ECP es tan sólo de dos días (Figura 6.16), lo cual 
indica que ambos métodos son eficientes. Podemos agregar que la utilización de 
centrifugación es eficiente ya que a un segundo pase el tHA aumenta al: 128 y por lo tanto 
el nlllllero de días para observar el ECP disminuye; motivo por el cual se considera un 
método adecuado para el aislamiento del virus ya que conforme aumentamos el número de 
pase el tHA aumenta. 

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

Tabla 6.1 Métodos eficientes para el cultivo del IAIH 1 NI, IAlH3N2 e lB de acuerdo a la 
.. 'd d d d 1 1" lIT d penmslvl a 1 Que presentaron ca a una e as Ineas ce u ares ut! Iza as. 

Línea celular lA' . 
. . 

lB 
HINI H3N2 . 

MDCK efg/trp efg, efg!trp trp, efg/trp 
VERO efg/trp trp, efg/trp cfg/trp 
HEp-2 S/A S/A trp, efg/trp 

NCI-H?92 S/A S/A S/A 
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6 5 Comparación cutre líneas celulares pennísivas al virus de influenza 
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Pilra realizar la comparación entre líneas celulares de origen renal y laríngeo se 
fl:ah;:<lron gráficas de métodos de inoculación contfa promedio de días para la obserV3etÓn 

Jo ECP (figuras 6.14. 6.151' 6.16). El promedio de número de días para la observación de 
ECP se obtuvo en base a los datos de dos muestras ya que todas se inocularon por 
duphcado. Las grMicas se realizaron. a un segundo pase ya que a éste pase es cuando se 
dc[crmÍna un caso positivo o negativo para el virus de influenza; además que si tomamos en 
clIenta un pase mayor indica más tiempo a la hora de obtener un aislamiento. 

En la ftgura 6.14 podemos observar que solamente las líneas celulares de origen 
renal (MDCK y VERO) fueron pem'¡sivas allAJHINI mientras que las líneas de origen 
Ituíngco no. De estas dos líneas celulares la que ofrece mayores ventajas es la línea celular 
M DCK ya que al utilizar todos los métodos de inoculación obtengo tHA lo cual indica la 
presencia y replicación del virus; además de que con el método de cfg/trp el número de días 
para obser\'ar el ECP es de 2.5 días y el tHA de 1:128 lo cual permite detectar al virus de 
(orma más rápida. 

Para IA!H3N2 las líneas celulares pem1isivas fueron las de origen renal. Entre 
<lmbas la permiSividad al virus es muy similar, a pesar de que la línea celular MDCK permIte 
el aislamiento y cultivo del virus utilizando todos los métodos (figura 6.15). 

Al comparctr las líneas celulares permisivas para lB (Figura 6.16) podemos decir que 
la!! qlle permiten la replicaCIón del virus son las dos de origen renal y sólo una de origen 
l<lringeo (HEp~2). La línea celular MDCK es la que ofrece mayores ventajas, ya que al 
utilizar el método de cfg/trp obtengo un tHA de 1:256 y requiero de solo un día para la 
observación del Eep lo cual acelera el diagnóstico. Sin embargo las otras líneas celulares 
tamhién 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 detem1inarse entonces 
su presencia en una muestra. 
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7. DISCUSION DE RESULTADOS 

El número de líneas celulares utilizadas para el aislanuenro y propagación del virus 
de influenza tipos A y B es limitado. Se ticnen reportes de que las líneas celulares MDCK y 

VERO prc.scntan permisividad ante el virus de influenza (19, 32); sin embargo, esta 
pcrmislvld<td no es para todos los tipos de virus de influenza pues ello depende 
prinCipalmente de b afinidad que presenta la hemaglutinina del virus a los receptores de las 
IínLJS cdulares urilizadas y del método de inoculación. Existen estudios recientes que nos 
menClon,H1 que la incorporación de tripsina al medio (16) así como la aplicación de 
(I.'ntr¡fu.~ación (37) se encuentran involucrados en la infección que presenta el virus a la 
línea celular; además de que incrementa el título viral lo que trae como consecuenciél que 
el ECP aparezca en menor tiempo. 

En el eswdio realizado los datos obtenidos concuerdan con los de las rcferenClas 
c\taJas, ya que al incorporar tripsina al medio de mantenirniento y utilizar la centrifugaClón 
con l!1corporación de tripsina se lograron obtener títulos virales de hasta 1:512 para el caso 
Jc la línea celular VERO y MDCK infectada con influenza B; además se lograron obtener 
éstos resultados a un pase bajo (aproximadamente a un 3er pase) y el número de días para 
observar el ECP disminuyó. Es importante mencionar que Otro de los factores que ayudaron 
('n la permisividad de la línea celular al virus fue la utilización de un medio de 
nWlHcnimiento sin suero fecal bovino (SFB). Al inicio de la experimentación al medio de 
m,l!1rennnieIlto se le incorporaba el 0.1% de suero fetal bovino, lo cual traía como 
consecuencia que las células siguieran creciendo y se desprendlcran, además no se lograba 
(lh~er\'ar el ECP; por lo cual se decidió elimmar totalmente el SFB ya quc las referencias 
hlhhográficas (39) muestran que inhibe la actividad de la tripsina lo cual no permite la 
mtlncncia de la mjsma sobre la infectividad del virus. 

Orro dc los facrares que influyen en la obtención de resultados rápidos y faCllita un 
zlIslamiento es la un}¡zación de tubos shell vial. En un prinCIpio se utilizaron cajas para 
cultivo dc 75C1n"; sin embargo ello retrasaba el tiempo de experimentación, se gastaban 
muchos metilOS y reactivos; y se pensó que no sería tan aplicable para el aislamiento del 
virus y su diagnóstico, ya que para lograr un 100% de confluencia en la monocapa celular se 
requería de hasta 3 días (datos no mostrados). En la virología diagnóstica actual los tubos 
alltcriormelUc mencionados son muy utilizados (14) yen nuestro caso su uso permitió la 
redUCCión de gasto de reactivos y de tiempo en la experimentación ya que para obtener un 
100% de confluencia en la monocapa celular se requiere de solamente un día. Este dato no 
solo sirvió para obtener resultados rápidos, sino que también sirvió para implementar esta 
rÚniGl en el Laborawrio de Virus Respiratorios dcllNDRE con la finalidad de disminuir el 
tll.::mpo de lhagnóstico del virus de influenza o para permitir el mslamiemo rápIdo del mism.o. 

El CI ¡ccrio tomado para dcrcrmmélr la eficiencia de cada uno de los métodos 
urdi.:::do-" ~e haso en el número de pase al cual se obuenc un título hemaglutmantc (rHA). 
51 d número dI..' pase es haJo me esta indicando menor tiempo en lograr un aislarn.iento 
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Si el número de pase es bajo me esta indicando menor tiempo en lograr un aislarniento 
(2R): el título hemaglutinante es indicativo de la presencia del virus; si va en aumento me 
esta indicando la replicación viral y por lo tanto se tiene una infección productiva con 
liberación de partículas virales al medio; además al tener un título HA mayor el número de 
dias para la observación de ECP disminuye (figuras 6.14, 6.15, 6.16). Por lo que podemos 
decir que a un número de pase bajo y la obtención 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 más eficientes 
fueron el de la incorporación de tripsina al medio de mantenimiento y la utilización de 
centrifugación con incorporación de tripsina; éstos resultados fueron tanto para el virus de 
influenza A (cepas HINI, H3N2), como para el virus de influenza B. Estudios realizados 
por otros autores demuestran las ventajas que presenta la centrifugación corno técnica para 
el diagnóstico viral (14, 35, 47). En el presente estudio se demostró que la utilización de la 
centrifugación colabora para el desarrollo de la infectividad de los virus de influenza tipos 
A (cepas HINI, H3N2) Y B; lo cual puede incrementar el número de aislamientos para este 
virus puesto que al utilizar éstas técnicas se incrementa la permisividad de la línea celular; 
permitiendo tomar medidas rápidas de prevención y control en el caso de una epidemia 
causada por el virus de estudio. El mecanismo por el cual la utilización de centrifugación 
permite la infectividad del virus, puede deberse a que al llevar a cabo la centrifugación de 
las células una vez ya inoculadas; las partículas virales tienen mayor contacto con las 
membranas celulares, facilitando así la adhesión que es el primer paso para que se de la 
replicación viral (I8, 45). Además esto puede potencializarse al realizarse los lavados 
previos con medio con tripsina a la monocapa de células. Es importante aclarar que éstos 
dos métodos no son similares y que la tripsina no es la única causante de una adherencia 
más rápida del virus a la célula ya que los resultados muestran que al utilizar la 
centrifugación los tHA son mayores indicando entonces que la centrifugación juega un 
papel importante a la hora que el virus infecta a las células. 

Comparando las cuatro líneas celulares probadas se tiene que las de origen renal 
(MDCK y VERO) fueron pennisibles a los virus de influenza tipos A (cepa HINI) y B; 
éstos resultados concuerdan con los obtenidos por Govorkova y Meguro; sin embargo lo 
datos reportados por Govorkova nos mencionan que la línea celular VERO solamente es 
permisible para el virus de influenza B lo cual no coincide con los obtenidos en este 
estudio puesto que se demostró que para esta línea también es permisible el virus de 
influenza A (cepas HINI y H3N2) Y puede ser entonces utilizada para su aislamiento. 
Respecto a las líneas celulares de origen laríngeo (HEp-2 y NClH-292) solamente la línea 
celular HEp-2 fue permisible al virus de influenza tipo B; datos que no se habían obtenido. 
La linea celular NCIH-292 se ha demostrado que es permisible para ciertos tipos de virus 
de influenza A y B de tipo animal (15). En el presente estudio no se lograron obtener 
aislamientos con esta línea celular por lo cual se cree que es debido al método de 
inoculación ya que los autores mencionados en lugar de utilizar como reactivo la tripsina 
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tuilizan la TPCK ( L~/-tosilamida-2-feniletil c1orometil cetona) lo cual puede ser el motivo 
de la permisividad de la célula al virus (8). 

La pemlisividad de las lineas celulares al virus de influenza tipos A (cepas HINI, 
113N2) )' n, se debe entonces al método de inoculación utilizado. La obtención de tHA en 
un menor tiempo se logra gracias a la utilización de los tubos shell vial. Finalmente 
podemos mencionar que los resultados obtenidos nos penniten aportar la utilización de 3 
lincas celulares para el aislamiento de influenza tipos A )' B en el Laboratorio de virus 
respiratorios del INDRE Y no solo de una línea celular (MDCK) como se realizaba 
antcnonllcnte. Las desventajas son varias ya que al depender solo de una línea celular y 
disponer de soro un método de inoculación el número de aislamientos del virus a partir de 
una muestra disminuye. En ocasiones la línea celular MDCK es trabajosa y no resiste a 
cambios bruscos en su ambiente entonces al utilizar varias líneas celulares como la VERO 
y HEp-2las cuales son más fáciles de mantener el número de aislamientos puede aumentar; 
además 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 líneas celulares, aportan un medio para el cultivo del virus lo cual sirve 
para realizar estudios de tipo genético y obtener cantidades altas del virus que permitan la 
realización de los mismos. 
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8. CONCLUSIONES 

Se dClermino que las líneas celulares permisivas al virus de influenza A. cepas HINl y 
J 13:';2 son MDCK y VERO; mientras que para el virus de influenza tipo B son MOCK. 
VERO) HEp·2. La línea celular NCI-H292 no fue permisiva para ningún tipo de virus 
de influenza. 
El método de inoculación más eficiente fue el de aplicación de centrifugación COIl 

incorporación de tripsina al medio para todas las líneas celulares; por lo cual se propone 
como un método que puede usarse para el aislamiento y cultivo del virus de influenza 
tipOS A Y B Y por lo tanto en el diagnóstico. 

;;, Las líneas de origen renal son las más pennisivas al vims de influenza A, cepas HIN 1 Y 
H3N2 Y B: por lo tanto se consideran más útiles para el aislamiento y cultivo de éste 
nrus. La línea celular de origen laríngeo HEp-2 sólo es pennisiva para el virus de 
influenza B. 

>; La hipótesis se acepta ya que al aplicar centrifugación e incorporar tr~psina al medio de 
mantcnllniento durante la hora de inoculación se logró reducir el tiempo de aparición del 
cfecte citopático, lo cual reduce el tiempo en el diagnóstico y por lo tanto se ti"ue un 
metodo eficiente para el aislamiento y cultivo del virus de influenza tipos A y B. 
Los n1{~lodos de Inoculación de incorporación de tripsina al medio de mantenimiento y 
aplicación de centrifugación se pueden considerar como alternativos para el aislamiento 
~ replicación del virus de influenza A y B, por lo cual se recomiendan para su 
diagnóstico. 
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9. ANEXO 

9.1 Preparación de Medios de crecimiento. 

etano 
Anliblólico' Penicilina-streptomicina. NR: no requerido. 

9.2 Preparación de medios de mantenimiento 

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