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1. Resumen

La influenza es una infeccion sumamente contagiosa de origen viral considerada una de las
causas mas importantes de infecciones de las vias respiratorias, siendo un problema grave
de salud publica. Por tal motivo, el objetivo de esta tesis fue evaluar la saliva humana como
muestra bioldgica para determinar la exposicion al virus de influenza AHIN1 con base en
la presencia de anticuerpos IgA especificos contra el virus mediante un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), empleando como fuente de antigenos dos péptidos sintéticos
del virus AHIN1.

El presente trabajo formd parte de un estudio previo que se llevd a cabo en la Facultad de
Medicina durante 2009, el cual se tituld: “Estudio seroepidemiolégico de la nueva influenza
humana en la Ciudad de México”. Se obtuvieron 1147 muestras de saliva de habitantes de
tres delegaciones de la CDMX (Gustavo A. Madero, Coyoacan y Magdalena Contreras). Se
estandarizé un ELISA indirecto para la deteccidn de anticuerpos IgA en muestras de saliva,
se utilizaron dos péptidos sintéticos, uno de la proteina hemaglutinina y otro de la
neuraminidasa (llamados HA15 y NA15) como fuente de antigenos; las muestras de saliva
se trabajaron a una dilucién 1:50 y un conjugado anti-IgA humana acoplado a peroxidasa se
empled 1:1000. Del total de muestras analizadas, 98 fueron positivas para HA15 (8.6%) y
para el péptido NA15 fueron 126 (11%). Los resultados de las absorbancias indicaron que
existié una asociacion entre la produccién de anticuerpos en las personas que fuman y en
quienes estuvieron cerca de alguien con gripa. De acuerdo a la prueba de razén de momios,
la probabilidad de generar anticuerpos IgA contra NA15 es 1.5 veces mayor en los
fumadores que en los no fumadores (RM= 1.5, p= 0.038). Del total de la poblacién
estudiada, 320 individuos dijeron haber estado cerca de una persona con gripa, pero sélo
56 desarrollaron anticuerpos contra el péptido HA15, lo que equivale al 17.5% (RM= 0.52,
p=0.017).

La presente investigacion sugiere que puede utilizarse la saliva como muestra biolégica para
determinar exposicion al virus AHIN1 mediante un ELISA indirecto utilizando como
antigenos dos péptidos sintéticos del virus. Se observé ademas que la presencia de
anticuerpos IgA en saliva estuvo relacionado positivamente con ser fumador y convivir con
alguien que tuviera gripa

Palabras clave: influenza, saliva, exposicion al virus de influenza, anticuerpos IgA, ELISA,
péptidos sintéticos.



2. Introduccion

El término “Influenza” no es nuevo, de hecho existe desde la época medieval y se utilizaba
para distinguir un grupo de enfermedades diferentes, que se creia eran originadas por
influencia de los astros. El concepto “gripe” suele usarse como sinénimo de influenza. La
influenza es una infeccion sumamente contagiosa de origen viral considerada una de las
causas mas importantes de infecciones de las vias respiratorias. Podria ser que la primera
descripcién de influenza humana data de 1485, cuando cientos de soldados murieron en
Inglaterra a causa de una fuerte gripe. Los virus de influenza causan epidemias frecuentes
y son un problema importante de salud publica (Orraca et al., 2010).

En 1918 el virus de la influenza tipo AH1N1 se introdujo en la poblacion humana causando
la “gripe espafiola”, provocando 50 millones de defunciones. Varios tipos de virus de
influenza han atacado a la poblacién humana a través de los afios, cobrando gran nimero
de muertes, esto es debido a que los virus de la influenza sufren constantes variaciones
antigénicas. Dichas variantes son resultado de mutaciones puntuales que ocurren durante
la replicacién, lo cual da lugar a que un proceso infeccioso con una determinada variante
no confiera inmunidad permanente contra el virus. En 1957 otra cepa de influenza, AH2N2
causo la gripe Asiatica, responsable de 4 millones de muertes. En tan solo una década, el
subtipo del virus AH2N2 fue reemplazado por el virus AH3N2, originando la pandemia de
Hong Kong en 1968. En 2009, el nuevo virus de influenza AH1N1, provocd la primera
pandemia del siglo XXI (Kreijtz et al., 2011).

Este brote de la nueva influenza se presentd en el mes de abril del afio 2009 y una gran
cantidad de individuos estaban infectados con el virus AHIN1 en México y Estados Unidos.
La facil transmision del virus, aunado a la facilidad de viajar de un lugar a otro que se tiene
hoy en dia contribuyé a la expansion del virus. Para el 9 de junio del 2009, la OMS declaré
gue la influenza se habia convertido en una epidemia. A principios de junio del mismo afio,
se reportd que el nuevo virus habia producido cerca de 30,000 casos y fue responsable de
145 muertes en el mundo. El 11 de junio la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré
establecida la situacion de pandemia (Rafart et al., 2009). El virus AHIN1 que surgié en 2009
tiene la caracteristica de afectar tanto a humanos como a cerdos y aves.




2.1 Clasificacion taxondmica y morfologia

El virus de la influenza pertenece a la familia de los Orthomyxoviridae. Esta familia se divide
en cinco géneros diferentes: Influenza virus A, B, C, Isavirus y Thogothovirus. Los principales
brotes de influenza en los humanos se relacionan con el género Ay B, siendo una infeccién
mas grave la causada por el tipo A.

El virus de influenza es una cadena segmentada de RNA negativo cubierta por una capa
lipidica y un genoma de ocho segmentos que codifica para 11 o 12 proteinas. La
segmentacion en el RNA permite el intercambio de genes entre los virus de influenza. Las
particulas virales pleomérficas pueden variar de esférica a filamentosas con un didmetro de
120 nm (Cheng et al., 2012). En la superficie se proyectan glicoproteinas antigénicas como
la hemaglutinina (H) y la neuraminidasa (N). La hemaglutinina es considerada el antigeno
mayor para la cual esta dirigida la produccién de anticuerpos neutralizantes y cuya funcién
es la adhesion del virus mediante residuos de acido sidlico en la superficie del epitelio
respiratorio humano. La hemaglutinina es responsable de la penetracién del virus al
hospedero, por lo que el sistema inmune se ha visto continuamente expuesto a este tipo
de proteina. Existen 16 subtipos de Hy 9 de N, por lo que pueden existir varias formas del
virus A de la influenza dependiendo de la combinacién de dichas proteinas. La cubierta de
este virus contiene proteinas de la matriz (M1) y transmembranales (M2). La proteina M1
confiere rigidez a la capa bilipidica del virus, mientras que la proteina M2 es un canal iénico
dependiente de pH (Figura 1). El virus de la influenza es poco estable en regiones con
humedad intermedia y altas temperaturas, pero es estable en climas frios.
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Figura 1. Virus de influenza tipo A de forma esférica. En la superficie se muestran las
glucoproteinas hemaglutinina y neuraminidasa, asi como las proteinas de la matriz (M1) y
(M2). En el centro se encuentran los segmentos de RNA que constituyen el cédigo genético
del virus, el cual se encuentra cubierto con una bicapa lipidica (Romero, 2009).

2.2 Vias de transmision

Los virus de influenza se diseminan de persona a persona principalmente al toser o
estornudar, debido a que las particulas virales estan contenidas en la saliva. Es necesario el
contacto cercano entre las personas, ya que las particulas no permanecen suspendidas en
el aire.

Otra forma de contagio es por medio de contacto con objetos que pudieron estar
impregnados con el virus: monedas, tubos de transporte publico, teléfonos. También se ha
reportado que al llevarse las manos a los ojos, nariz o boca, o saludarse de beso o mano se
puede producir el contagio (Orraca et al., 2010).

La influenza ocurre predominantemente durante los meses de invierno y hasta principios
de la primavera, sin embargo puede presentarse en cualquier época del afio. El periodo de
incubacién es de 1 a 4 dias, con un promedio de dos dias. Los adultos son capaces de
transmitr el virus un dia antes de que los sintomas inicien y hasta aproximadamente 5 dias
después, los nifios pueden transmitir el virus hasta 10 dias después. Las personas con
inmunosupresidon pueden excretar virus por semanas o meses y los pacientes asintomaticos
también pueden transmitir el virus (Paredes et al., 2006).



2.3 Sintomatologia

Los sintomas de influenza suelen ser parecidos a los de un resfriado, s6lo que mas severos,
es importante saber identificarlos y no confundirlos, para que se logren tratar a tiempo
(figura 2). Dentro de los sintomas de influenza, puede ser muy frecuente la dificultad para
respirar, presentar vomito o diarrea, alteraciones del estado de conciencia, deterioro agudo
de la funcidn cardiaca y agravamiento de una enfermedad crénica, asi como fiebre elevada
y aumento de la frecuencia respiratoria (cuadro 1).

.Como diferenciar los sintomas?
M Influenza = Resfriado comuin

Tos
W Esintensay se presenta Dolor de cabe;a
en casi todos los casos W Repentino e intenso
m Leve vy moderada ¥ Infrecuente
Fiebee ey Ardor y dolor
W De 39°C a40°C, dura hasta 4. dias de garganta
® Paco frecuente

| Ocasional

Cansancio y/o debilidad = Frecuente

W Intenso, dura hasta

3 semanas
m Leve a moderado

Congestion nasal

m Ccasional
W Frecuente

Postracion*

W Repentina e intensa
mNunca

Vémito

B Ocasional en nifos..
Puede presentarse ¢

m Nose presenta

Estornudos
m Ocasional e
® Frecuente —— Dolores musculares
W Muy intensos
G— m Leves a moderados

Figura 2: Diferencias entre la sintomatologia de un resfriado comun e infeccidon por virus de
influenza AHIN1 (EL UNIVERSAL, febrero, 2016).



SINTOMAS DE INFLUENZA

Fiebre De 39 a 40°C
Tos o dolor de garganta Excesiva
Fatiga Postracion
Dolor de cabeza. Moderado a intenso.

Algunas personas pueden
presentar vomito o diarrea,

Vomito ]
aunqgue esto es mas comun en los
nifios que en adultos.
Complicaciones Neumonia, sinusitis, bronquitis.

Cuadro 1. Sintomas de la Influenza (fuente: Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades [CDC (http://espanol.cdc.gov/enes/flu/about/disease/symptoms.htm)]

2.4 Diagnostico de laboratorio

La prevencion y control de la enfermedad causada por el virus de influenza, requieren de la
cuantificacién de los niveles de anticuepos especificos generados en respuesta a la
infeccion. Los metodos de diagdstico utilizados en la actualidad en los laboratorios clinicos
incluyen pruebas rapidas de antigenos, cultivo celular y pruebas moleculares como Ia
reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), inhibicion de la
hemaglutinacidén y neutralizacion viral.

2.4.1 Prueba rapida de antigenos: Consiste en un inmunoanalisis de flujo lateral que utiliza
anticuerpos monoclonales de alta sensibilidad especificos para la deteccidn de los antigenos
de la influenza A y B. Esta prueba se presenta en forma de tiras reactivas. En el centro de la

III

tira se encuentra una zona “control”, por arriba de ella estan colocados los anticuerpos
contra la influenza tipo A y por debajo los de la tipo B. La zona de control siempre se tifie
de azul y es la Unica linea presente en una muestra negativa. Si la muestra contiene
antigenos de A o B detectables, aparecerd ademds una linea rosa (Castro-Cardenas et al.,

2011).

2.4.2 Cultivo celular: Consiste en emplear un sustrato para cultivar un virus de influenza en
particular, para ello es indispensable garantizar que el sustrato empleado posea células con
caracteristicas y receptores apropiados que favorezcan la replicacién viral. Especificamente



en lo relacionado con el virus de influenza humana, se han empleado para su cultivo lineas
celulares tales como las células embrionarias de retina humana (PER.C6) y las células de
rifidn de mono verde africano (VERO) (Mancipe et al., 2011).

Entre las técnicas seroldgicas empleadas se encuentran la inhibicion de la hemaglutinacién
(IHA) y la prueba de neutralizacién.

2.4.3 Inhibicion de la hemaglutinacion: Es una técnica simple y rdpida basada en la
capacidad del virus de influenza para aglutinar células rojas de la sangre (eritrocitos). Esta
técnica permite determinar la cantidad de virus presente en una muestra y se lleva a cabo
mediante diluciones seriadas del virus, que son mezcladas con una cantidad determinada
de eritrocitos y depositadas en pozos. Las células rojas que no se unen al virus, caen al fondo
del pozo. Por otro lado, los eritrocitos que se unen al virus forman un entramado o
hemaglutinacién que cubre el pozo. La prueba de IHA es una técnica basada en la pérdida
de la capacidad hemaglutinante de un virus debido a la formacién del complejo antigeno-

|ll

anticuerpo. La dilucién mas alta que previene la hemaglutinacién es referida como el “titulo
de inhibicién de la hemaglutinacion del suero”. Si el suero no posee anticuerpos que
reaccionen con el virus, la hemaglutinacién serd observada en todos los pozos. Por otro
lado, si el suero presenta anticuerpos contra el virus, la hemaglutinacién no serd observada
hasta que los anticuerpos estén lo suficientemente diluidos. Como resultado de la prueba
de IHA se obtienen titulos de anticuerpos que generalmente correlacionan con la

inmunidad protectora (Villalobos et al., 2010).

2.4.4 Ensayos de neutralizacién: Permiten detectar anticuerpos antivirales en una muestra
de suero. En este examen se cultivan células en pozos de placas de cultivo celular y previo
a la infeccidon se mezcla una muestra de suero con el virus; esta mezcla es adicionada a las
células. Si el suero contiene anticuerpos que son capaces de bloquear la infeccién viral, las
células sobrevivirdn. Para hacer el ensayo cuantitativo, se realizan diluciones seriadas del
suero. En las diluciones bajas, los anticuerpos serdn capaces de bloquear la infeccion
mientras que en las diluciones mds altas habrd un menor nimero de anticuerpos que
tengan este efecto. El titulo neutralizante se expresa como el reciproco de la dilucién mas
alta en que la infeccidn por el virus ha sido bloqueada (Villalobos et al., 2010).

2.4.5 RT-PCR: Consiste en extraer y cuantificar el RNA viral en muestras de la saliva o
exudado faringeo, luego se realiza la reaccién de transcripcidon en reversa con la que se
obtiene DNA complementario; enseguida, con el empleo de iniciadores especificos y de
ciclos repetitivos, se realiza la PCR en tiempo real. Se ha reportado que en RT-PCR, la saliva
tiene un mejor valor predictivo que la muestra de nasofaringe y la toma de muestra es



menos agresiva para el paciente (Paredes et al., 2006). Este método a pesar de ser muy
confiable en el diagndstico de influenza, es de costo elevado y en los paises con recursos
limitados la RT-PCR no puede ser utilizada por muchos laboratorios.

2.4.6 ELISA: Con la aparicidon del virus AHIN1 en 2009, la necesidad de un diagnéstico precoz
y preciso para la influenza pandémica se hizo importante para fines epidemioldgicos y
terapéuticos (Dhakad et al., 2015). En este caso, la técnica de ELISA es muy sensible para
detectar antigenos y anticuerpos.

Para la determinacién de anticuerpos por medio del ELISA, primero se adsorbe el antigeno
a un soporte sélido (placa de ELISA), posteriormente se adiciona la muestra problema
(suero, saliva, etc) y después se agrega el conjugado, que es un anticuerpo que tiene unida
covalentemente la enzima peroxidasa, finalmente se agrega el sustrato y el desarrollo de
color se mide en un espectrofotémetro lector de ELISA. El desarrollo de color estd
relacionado directamente con la cantidad de asociaciones antigeno-anticuerpo (Siachoque,
2006).

2.5 IgA en saliva

La saliva es un fluido corporal secretado por las glandulas salivales que es de vital
importancia para la integridad de los tejidos duros y blandos de la cavidad bucal. Dentro de
sus principales funciones estan: proteger la integridad de la mucosa, neutralizar acidos,
eliminar restos alimenticios y bacterias de la cavidad bucal, facilitar la masticacion y
deglucién, acidificar bases y proveer los iones necesarios para remineralizar los dientes.

Las glandulas salivales en el ser humano producen aproximadamente 1L de saliva diario, la
cual estd conformada en un 99% por agua y 1% por moléculas orgdnicas grandes (proteinas,
glucoproteinas, lipidos) y moléculas organicas pequefias (glucosa, urea, electrolitos). Las
proteinas que contiene la saliva desempefan un papel importante en la proteccidén contra
infecciones microbianas y virales, ya que forman parte de los mecanismos del sistema
inmune. Dentro de estas proteinas se encuentra la inmunoglobulina A (IgA), que es el
isotipo de anticuerpos de mayor concentracion presente en mucosas (Montoya, 2008), es
detectada tempranamente en la vida y su concentracién incrementa con la edad y forma
parte de los mecanismos de inmunidad adaptativa (Childers et al., 2003). Cuando el
organismo se ve amenazado por una infeccidn que entra por via respiratoria o por via oral,
la IgA interviene rapidamente como linea de defensa y se pueden generar niveles elevados
de esta inmunoglobulina. La ventaja que se tiene al trabajar con saliva, es que su recoleccidn
no es un método agresivo para el paciente y es facil de obtener, ademas, como se menciond



anteriormente, los anticuerpos IgA son parte de las moléculas organicas que componen la
saliva, por lo que su presencia en ella puede determinar la exposicién al virus de la influenza
(Tamura 2004).

2.6 Epidemiologia de la influenza en México

El virus de la influenza A se caracteriza por provocar enfermedad de moderada a grave;
tiende a afectar a todos los grupos etarios. A continuacion se muestra una lista de los grupos
sociales que presentan mayor riesgo de contraer la enfermedad.

e Personas mayores de 65 afios de edad.

e Personas que estdn en contacto frecuente con personas infectadas, por ejemplo,
médicos, enfermeras y familiares de infectados.

e Adultos y nifios quienes tienen alguna enfermedad crénica en sistema
cardiovascular o pulmonar incluyendo asma.

e Adultos y nifios quienes en afios anteriores requirieron hospitalizacion o uso de
medicamentos para controlar enfermedades metabdlicas como diabetes, disfuncién
renal, hemoglobinopatias o inmunosupresion, incluyendo VIH (James et al., 2003)

Desde el 2009, se ha mantenido la vigilancia epidemiolégica de influenza en México de
manera ininterrumpida. El Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégica (InDRE)
reporta de manera semanal los casos de influenza, especificando que la influenza es un
padecimiento estacional que durante la temporada de frio (semana epidemiolégica 40 del
afio en curso a la semana epidemiolégica 20 del siguiente afio) registra un incremento en el
numero de casos. En el cuadro 2 se muestra la recopilacion de defunciones debidas a
influenza registrados por la secretaria de salud desde 2011 hasta 2016. Durante cada afo
se realiza la notificacion al sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Influenza (SISVEFLU) de
casos sospechosos y/o confirmados de influenza y el registro de las defunciones
sospechosas y/o confirmadas de este padecimiento. Hasta el momento el InNDRE no ha
identificado mutaciones relacionadas con cambios antigénicos, que impacten en virulencia
o patogenicidad del virus de influenza AH1N1.



Notificacién hasta la semana Virus confirmado en defunciones
epidemioldgica 40
Ao 2011. Al 6 de octubre 317
Aiio 2012. Al 3 de octubre 266
Aio 2013.Al 3 de octubre 14
Aio 2014. Al 2 de octubre 777
Ano 2015. 0
Ao 2016 0

Cuadro 2. Defunciones debidas a influenza durante el afio 2011 hasta 2015-2016. Datos
obtenidos del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de influenza (SINAVE, DGE).




3. Justificacion

Debido a las condiciones actuales de concentracion de individuos en las ciudades, cambios
climdticos y el rdpido desplazamiento de personas a través de las fronteras, se facilita el
flujo del virus AHIN1 y por lo tanto aumenta la probabilidad de contagio, asi como también
dificulta predecir el comportamiento de las nuevas epidemias (Vega, 2009).

Durante el brote de la epidemia de influenza del afio 2009, en sélo 9 semanas la nueva cepa
AH1N1 se habia distribuido ampliamente por todos los continentes y 100 000 casos se
habian reportado alrededor del mundo, sin embargo el mayor nimero de muertes habian
ocurrido en Estados Unidos, México, Argentina y Canadd (Garske, 2009). La influenza es
considerada una de las causas mas importantes de infecciones de las vias respiratorias,
siendo un problema grave de salud publica a nivel mundial debido a su facil propagacion,
por lo que en este trabajo se propone un método que permita determinar, a traves de la
identificacidn de anticuerpos, si el paciente ha tenido contacto con el virus.

En un trabajo previo realizado en el laboratorio, se estandarizé un ELISA para la
determinacién de anticuerpos IgG séricos contra el virus de influenza AHIN1, donde se
empled como antigeno dos péptidos sintéticos, uno de hemaglutinina y otro de
neuraminidasa, los cuales se denominaron HA15 y NA15. Los resultados fueron alentadores,
pero debido a la problematica que se presenta para la obtencién de sueros, en la presente
tesis se plantea utilizar la saliva como muestra biolégica en la realizacién de un ELISA en el
gue se utilizan los péptidos HA15 de la proteina hemaglutinina y NA15 de la neuraminidasa
para identificar la presencia de anticuerpos IgA contra el virus de influenza, y asi determinar
si ha existido contacto con el mismo. Este ensayo es econémico y arroja resultados
rapidamente, ademas permite realizar gran niUmero de pruebas en un tiempo relativamente
corto, por lo que contribuye con el diagnéstico de la enfermedad.



4. Objetivos

4.1 Objetivo general.

e Evaluacion de la saliva humana como muestra biolégica para determinar la
exposicion a influenza AHIN1 con base en la presencia de anticuerpos IgA
especificos contra el virus mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA),
empleando como fuente de antigenos dos péptidos del virus AHIN1.

4.2 Objetivos particulares.

e Obtener muestras de saliva de habitantes de tres delegaciones del Distrito Federal.

e Estandarizar las condiciones del ensayo inmunoenzimatico (ELISA) con dos péptidos
del virus AHIN1 como fuente de antigenos

e Realizar el ELISA con las muestras de saliva obtenidas y determinar la frecuencia de
anticuerpos IgA contra el virus AHIN1.

e Realizar el andlisis de datos poblaciones e identificar factores relacionados con la
produccién de anticuerpos.




5. Hipotesis

e Es posible detectar anticuerpos IgA contra el virus AHIN1 de la influenza humana
en muestras de saliva de personas expuestas al virus.

6. Diseio experimental

El presente trabajo forma parte de un estudio previo que se llevd a cabo en el Laboratorio
de Inmunomodulacién y agentes patégenos de la Facultad de Medicina de la UNAM durante
2009, el cual se tituld: “Estudio seroepidemioldgico de la nueva influenza humana en la
Ciudad de México”. El estudio fue propuesto por la Dra. Ana Flisser, aprobado por las
Comisiones de Investigacién y Etica de la Facultad de Medicina (oficio
FMED/CI/GRD/025/2009) y financiado por el Instituto de Ciencia y Tecnologia del Distrito
Federal (proyecto No. PICDS 109-249). Para dicha investigacion se obtuvieron muestras de
suero y saliva de habitantes del Distrito Federal, las que se mantuvieron en congelacién a
-20°C hasta su uso.

6.1 Seleccion de participantes y toma de muestras:

Las muestras biolégicas correspondieron a habitantes de tres delegaciones del DF, que se
seleccionaron por conveniencia de ubicacién geografica: Gustavo A. Madero en el norte,
Coyoacan en el centro, y Magdalena Contreras en el sur. Se calculd el nUmero de muestra
tomando en cuenta los datos reportados para influenza estacional debido a que se
desconocia la prevalencia de la influenza AH1IN1 en el momento del muestreo; el tamano
muestral fue de 1147, con un error maximo de estimacion de 0.02 a un nivel de confianza
de 0.95.

El muestreo se realizé en los meses de agosto a octubre de 2009; a los participantes de este
estudio se les aplicod un cuestionario y de la informacidn obtenida se identificé a personas
gue durante el brote de influenza presentaron todos los sintomas caracteristicos de la
enfermedad (dificultad para respirar, vomito o diarrea, alteraciones del estado de
conciencia, deterioro agudo de la funcién cardiaca y agravamiento de una enfermedad
cronica, asi como fiebre elevada). Este grupo se nombré con el apelativo de “con sintomas”.
De ese mismo cuestionario se identificd otro grupo de personas que no presentaron ningun
sintoma.



Se contd ademas con un grupo de 30 muestras de saliva que fueron donadas por el Instituto
Nacional de Pediatria y que se colectaron antes del brote de 2009, este grupo de muestras
se consideraron como negativas y se utilizaron para calcular el punto de corte del ensayo.
También se obtuvo saliva de 33 individuos que se enfermaron durante el brote de influenza
y se muestrearon en los meses posteriores (septiembre-octubre de 2009). A este grupo se
le dio el nombre de post-brote.

6.2 Material y métodos.

6.2.1 Procesamiento de las muestras.

La saliva se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min a una temperatura de 42C para eliminar
los detritos mayores, se dividieron en alicuotas, mismas que se almacenaron en congelacién
a-20°C. Antes de usarlas se centrifugaron a 3500 rpom durante 10 minutos, para determinar
la presencia de anticuerpos IgA contra el virus de influenza A HIN1 por medio del ensayo
inmunoenzimatico (ELISA).

6.3 Estandarizacion del ELISA

Previamente a esta investigaciéon, se realizd el andlisis de la secuencia de las proteinas
hemaglutinina y neuraminidasa de los diferentes aislados del virus de influenza AH1IN1
(Espinosa, 2014). Se eligio trabajar con los péptidos HA15 y NA15, debido a que cuando se
probaron estos péptidos sintéticos en un ELISA para la deteccidn de IgG sérica en grupos de
sueros de individuos positivos y negativos al contagio con virus de influenza, fueron los que
presentaron una mejor respuesta y diferencia estadistica entre los grupos comparados
(Espinosa, 2014).

Para realizar la estandarizacion del ELISA, se usaron los grupos de muestras con sintomas,
sin sintomas, las muestras donadas por el INP (control negativo) y las muestras post-brote.
Las muestras de saliva se trabajaron en tres diluciones diferentes, mientras que el
conjugado anti IgA humana se ensayé en dos diluciones. Las muestras de saliva del INP se
utilizaron para calcular el punto de corte del ensayo.



6.4 Procedimiento del ELISA para la determinacién de anticuerpos IgA contra el virus de
influenza AH1N1 en muestras de saliva (figura 3)

1.- Se utilizaron placas Pierce® de 96 pozos recubiertas con anhidrido maleico
(Thermo scientific, producto 15110). Se activd la placa de acuerdo a las
instrucciones del fabricante mediante una serie de tres lavados, a intervalos de
cinco minutos y con agitacién, utilizando buffer de fosfato salino pH 7.2 adicionado
con tween 20 al 1% (PBS-tw 0.1%).

2.- Se adicionaron 100uL de la solucion del péptido (HA15 o NA15) a una
concentracion de 10ug/mL en cada pozo y se dejé reposar a 4°C durante toda la
noche.

3.- Al siguiente dia se realizé el bloqueo de la placa, utilizando una solucién
SuperBlock Blocking® Buffer in PBS (Thermo scientific, producto 37518). Se
colocaron 200ulL de dicha solucidn en cada pozo y se dejd reposar a temperatura
ambiente (TA) durante 1 hora.

4. Enseguida se colocaron 100uL de PBS-tw 0.1% en cada pozo, para lavar la placa.
Se colocd en un agitador durante 5 minutos y se retiré el PBS sacudiendo con
fuerza la placa para eliminar excesos. Se realizé este procedimiento tres veces.

5.- Se diluyo la saliva en PBS-tw 0.3% y se colocaron 100uL en cada pozo. Se tapé
la placa con un plastico adherente transparente y se dejé reposando durante 2
horas a TA.

6.- Se realizan cuatro lavados de 5 minutos a la placa con PBS tw 0.3% y uno mas
de 5 minutos con PBS tw 0.1% en agitacion.

7.-Colocacién del conjugado. Se agregd el conjugado anti IgA humano acoplado a
peroxidasa, el cual se diluyé en PBS tw 0.1 % y se colocaron 100uL de la solucién
en cada pozo. Se cubrid la placa con un plastico adherente y se dejé reposar
durante dos horas a TA.

8.-Se hicieron tres lavados de 5 minutos en agitacion a la placa con PBS-tw 0.1%.

9.-Sustrato para la coloracién: siguiendo instrucciones del fabricante, se diluyd la
pastilla o-fenilendiamina de Sigma® (FAST OPD®) en 20mL de agua destilada. Se
colocaron 100yl de la solucién en cada pozo. Se dejé la placa en reposo durante
cinco minutos en oscuridad dando tiempo a que se realizara la reaccién enzimatica
de unidn al conjugado, resultando en una coloracién amarillenta.



Activacion de I3 placa
conPBStwO.1% para
abrir el anillo de acido

10.- Se agregaron 50uL de acido sulfurico 2N por pozo para detener la reaccion.

11.- Se leyd la absorbancia de la placa a 490 nm de longitud de onda en el
espectrofotémetro.

12.- Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente y
correlacionados con el cuestionario que se aplicé a los voluntarios para verificar si
existid relaciéon entre la presencia de anticuerpos IgA en saliva utilizando los
péptidos HA15 y NA15 y algunos factores de riesgo. Se aplicd la prueba de chi
cuadrada utilizando el programa estadistico SPSS versidn 20 y se calculd la razén
de momios.

Incubacion toda la Anticuerpo (saliva) Union del
Forrar placaconel h 2
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antigenoc [ péptidos) antigeno
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Figura 3: Esquema de ELISA para determinacion de anticuerpos IgA en saliva, utilizando
como antigenos los péptidos HA15 y NA15.
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7. Resultados

7.1 Estandarizacion del ELISA.

En el presente trabajo se desarrollé una prueba inmunoenzimatica (ELISA) para determinar
la presencia de anticuerpos IgA contra la influenza AHIN1, en el que se utilizaron los
péptidos HA15 de la proteina hemaglutinina y NA15 de la neuraminidasa, los cuales
corresponden a la secuencia de aminoacidos del virus circulante y reportado en México en
2009 (anexosly 2).

Se trabajé la saliva utilizando diluciones 1:5, 1:10 y 1:50, mientras que el conjugado anti IgA
humana se ensayd a las diluciones 1:500 y 1:1000. Al dividir los cocientes de densidad éptica
(DO) de una muestra negativa sobre una positiva, se encontré que la diferencia fue mayor
para las diluidas 1:50 y usando el conjugado 1:1000, lo que indica que hay una mejor
deteccion en la presencia de anticuerpos a este grado de dilucidn, por lo que éstas
concentraciones fueron las establecidas para realizar el ensayo (figura 4).

Dilucién del conjugado Dilucién del conjugado

Figura 4: ELISA para la deteccion de IgA en muestras de saliva positivas y negativas
trabajadas en diluciones 1:5 (L1 ), 1:10 (M ) y 1:50 (M ); el conjugado se usé 1:500 y
1:1000. Resultados para HA15 (A) y NA15 (B).
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Se realizd el ELISA de las muestras de los grupos del INP, sin sintomas, con sintomas y post-

brote, en el promedio de las absorbancias de los grupos no se encontraron diferencias
significativas (cuadro 3 y figura 5). El valor del punto de corte (PC) obtenido fue de 1.442
para NA15y 1.700 para HA15, rangos utilizados para clasificar a las muestras como positivas

(arriba del PC) o negativas.

HA15 DE NA15 DE
PROMEDIOS
INP (negativos) 0.7874 0.456 0.760 0.341
sin sintomas 0.843 0.582 0.741 0.573
con sintomas 1.050 0.730 0.949 0.671
post-brote 0.881 0.701 0.845 0.636

Cuadro 3. Resultados del ELISA para los diferentes grupos analizados. Se muestran los

promedios de las absorbancias de cada grupo y la desviacion estandar (DE).

A) ) 2
IgA en saliva HA15

Muestras

D.O

IgA en saliva NA1S

Muestras

Figura 5: Resultados del ELISA para deteccidn de anticuerpos IgA de los grupos sin sintomas,

con sintomas, post-brote y negativos. En A se muestran los resultados cuando se utilizo el

péptido HA15 y en B con el péptido NA15. Se grafico el promedio y la desviacidon estdndar.

7.2 Datos poblacionales.

Algunas de las preguntas que se hicieron en el cuestionario que se aplicé a los participantes

del estudio para conocer a la poblacién fueron: edad, peso, talla, si padecian alguna
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enfermedad, sin eran fumadores, y si convivieron con personas enfermas de gripa. Con esos
datos, se obtuvo un panorama general de las condiciones de salud de los participantes,
ademas se calculd el indice de masa corporal.

Se analizaron 1147 muestras de saliva obtenidas de habitantes del Distrito Federal, 437
muestras correspondieron a hombres (38%) y 710 muestras correspondieron a mujeres
(61.90%). Los participantes encuestados se encontraban en un rango de 15 a 90 afios de
edad. La mayoria estaba entre los 31 y 60 afios, siendo la edad promedio de la poblacién de
47 aiios (cuadro 4).

Sexo

rango de edad hombre mujer frecuencia (%)

15a20 37 21 58 5
21a30 64 85 149 13
31a40 82 153 235 20.5
41a50 68 159 227 19.8
51a60 81 140 221 19.3
61a70 67 91 158 13.8
71a90 38 61 99 8.6
Total 437 710 1147 100

Cuadro 4. Frecuencia de edades y sexo de los participantes del el estudio.

El 33.9% de los encuestados dijo padecer alguna enfermedad como: asma (1.4%), diabetes
(10.1%), hipertensién (15.9%), cancer (0.7%), enfisema (0.1%), alergias (3.6%) vy
enfermedades autoinmunes (2.1%). Del total de los participantes, el 78.3% dijo no haberse
aplicado la vacuna contra influenza y el 21.7% dijo que si. Respecto al indice de Masa
Corporal (IMC) calculado, se observé que 487 individuos (42.5 %) tenia sobre peso y 317
(27.6%) obesidad. Soélo 332 individuos (28.9%) de la poblacién estuvieron dentro del rango
normal de peso y 11 (1%) tenia bajo peso. En cuanto a la convivencia con personas que se
enfermaron de influenza, el 27.9% de los individuos del estudio dijo haber estado cerca de
una persona con sintomas caracteristicos de la influenza. El 29.3% de los voluntarios dijeron
ser fumadores.

7.3 Resultado del ELISA en la muestra poblacional.
Se analizaron 1147 muestras de saliva por medio del ELISA. Para el caso del péptido HA15,
98 muestras fueron positivas (8.6%) y 126 (11%) para el péptido NA15 (cuadro 5).



Péptido Numero de | % Positivos

muestras
HA15 98 8.6%
NA15 126 11%

Cuadro 5: Porcentaje de muestras positivas para la determinacidn de anticuerpos IgA contra
los péptidos HA15 y NA15 del virus de influenza AHIN1 en saliva de habitantes de tres
delegaciones del Distrito Federal.

Se encontré que los porcentajes mas altos de personas positivas a la presencia de
anticuerpos contra NA15 y HA15, estuvieron en el rango de edad que va de 41 a 60 afos,
sin embargo, en este estudio, no existid asociacién significativa entre edad y ser positivo a
produccién de anticuerpos (cuadro 6).

Resultado
HA15 NA15
Rango de edad Positivo (%) Positivo (%)

15a20 4.1 5.6
21a30 6.1 11.9
31a40 15.3 20.6
41 a50 22.4 19
51a60 21.4 17.5
61a70 16.3 14.3
71a90 14.3 11.1

Cuadro 6: Comparacion de individuos positivos a anticuerpos IgA en saliva contra los
péptidos HA15 y NA15 del virus AHIN1 por grupo de edad. En negritas se muestran los
grupos donde hubo mayor presencia de anticuerpos.

En el caso de las personas con obesidad y sobrepeso, se observé que fueron positivos en la
produccién de anticuerpos contra ambos péptidos, ya que del total de personas con
sobrepeso, el 37.8 % fue positivo para HA15 y el 44.4% para NA15. Mientras que en las
personas con obesidad, el 37.8% fue positivo para HA15 y el 30.2% para NA15 y (cuadro 7).
Sin embargo no hubo diferencias estadisticas.



POSITIVO A NA15 POSITIVO A HA15
SOBREPESO 44.4% 37.8%
OBESIDAD 30.2% 37.8%

Cuadro 7: Porcentaje de positividad a HA15 Y NA15 segun el indice de masa corporal de

los participantes.

En los participantes que mencionaron padecer asma, diabetes, hipertensién, céncer,
enfisema, alergias y enfermedades autoinmunes no se encontré ninguna relacién con el
desarrollo de anticuerpos IgA contra los dos péptidos probados. Por otro lado, haber estado
cerca de una persona enferma resultd ser un factor que estuvo relacionado con la
produccién de anticuerpos, al igual que el habito de consumir tabaco.

7.4 Factores asociados a la presencia de anticuerpos contra el virus AHIN1

En el presente estudio se utilizd el método de razén de momios para conocer si existid
asociacién entre la presencia de anticuerpos IgA contra los péptidos HA15 y NA15 del virus
de influenza con alguno de los factores poblacionales estudiados. Se encontraron dos
factores asociados a la produccién de anticuerpos: ser fumador y haber estado cerca de una
persona enferma de gripa (cuadro 8).

Factor Frecuencia % de positivos X2 o RM Positivo a
Si fuma 336 37.3 4.323 0.038 1.5 NA15
Si estuvo 320 17.5 5.740 0.017 0.52 HA15
cerca de
alguien con
gripa

Cuadro 8. Factores asociados a la presencia de anticuerpos IgA contra péptidos del virus de
influenza AHIN1. Se muestra el valor de chi cuadrado ( X?), el valor de la significancia (o ),
la razon de momios ( RM) y el péptido al que resultd positivo.

En este estudio, ser fumador estuvo asociado al desarrollo de anticuerpos anti NA15. Del
total de los encuestados, 336 dijeron si fumar y el 37.3% de los fumadores resultaron ser
positivos a la produccién de anticuerpos contra dicho péptido. De acuerdo a la prueba de
razén de momios, la probabilidad de generar anticuerpos IgA contra NA15 es 1.5 veces



mayor en los fumadores que en los no fumadores. (RM= 1.5), esto se ve reafirmado con el
valor de p =0.038 en el analisis de chi cuadrada.

En cuanto a la frecuencia de individuos que dijeron haber estado cerca de alguna persona
con gripa, del total de los encuestados, 320 dijeron que si y el 17.5% de ellos fueron
positivos a la presencia de anticuerpos anti HA15 (RM= 0.52, p=0.017), esto quiere decir
qgue las personas que estuvieron cerca de individuos con gripa tuvieron 0.5 veces mas
probabilidad de generar anticuerpos contra el péptido HA15.

8. Discusion

8.1 ELISA

El uso de saliva ha sido aplicado para detectar anticuerpos especificos para distintos agentes
infecciosos, por ejemplo, se ha reportado la deteccidn de IgA en saliva contra el virus de
hepatitis, para Helicobacter pylori, Shigella dysenteriae y Taenia solium en humanos por
medio de ELISA (Romagosa et al., 2012). Para el caso del dengue se ha reportado una
sensibilidad del 70 al 92% en la deteccién de IgA en saliva para el diagndstico temprano de
la enfermedad (Yap et al, 2011). El método que hemos desarrollado recientemente,
utilizando la prueba de ELISA, exhibe el potencial de servir como una herramienta que
puede ser empleada en estudios epidemioldgicos usando la saliva como reactivo bioldgica
para la busqueda de anticuerpos especificos contra el virus. Ademas, los anticuerpos IgA del
tracto respiratorio juegan un papel importante en la defensa contra el virus debido a que
proveen proteccidon cruzada contra diferentes variantes del virus de influenza tipo A
(Tamura et al., 2004). En un estudio reportado recientemente, se demostré el potencial
neutralizante de los anticuerpos IgA contra virus de influenza estacional en muestras
nasales de adultos sanos que recibieron vacuna contra influenza (Tadaki et al., 2015)

8.2 Datos Poblacionales:

Previamente al presente trabajo de investigacién, se aplicd un cuestionario a los
participantes, el cual permitidé conocer algunas caracteristicas relevantes de la muestra de
los habitantes de CDMX seleccionados. En este estudio como en otras encuestas de salud
que se han realizado, hubo una mayor participacion de mujeres, el 62% de los participantes
fueron mujeres y el 38% correspondid a los hombres; éstos datos variaron un poco con
respecto a la informacién poblacional reportada por el INEGI para la CDMX en el 2010,
donde informé que el 47.8% de la poblacion eran hombres y el 52.1% eran mujeres.

En cuanto a los datos de IMC (indice de Masa Corporal) de la poblacién, segtin reportes de
la OMS, casi una tercera parte de los adultos mexicanos son obesos, esto se ve reflejado en



nuestra poblacion de estudio, ya que 70.1% tenian sobrepeso y/u obesidad. En cuanto a las
enfermedades reportadas en el grupo de estudio, el 33.9% de la poblacién menciondé que
tenian algin padecimiento, las de mayor frecuencia fueron hipertension y diabetes,
enfermedades altamente relacionadas con el sobrepeso, y en estudios previos se ha visto
que constituyen un factor de riesgo que aumenta la probabilidad de contraer el virus de
influenza. El estudio de Van Kerhove y colaboradores (2011) enfocado a buscar factores de
riesgo asociados con la presentacion grave de influenza, hospitalizacién, y/o muerte,
reporté en su investigacidn que la poblacién obesa presentd una RM de 2.9 veces mayor en
el agravamiento de la enfermedad en comparacion con la poblacién en general. De igual
manera, describen que el riesgo de muerte por influenza aumenta estando asociado a
obesidad mérbida. En una investigacion realizada en Australia, Jen y colaboradores (2013),
reportaron que los pacientes con obesidad tienen mds probabilidad de desarrollar
neumonia en comparacién con los pacientes no obesos. Estas investigaciones pueden
apoyar lo que se reporta en el presente trabajo, ya que en este estudio, los participantes
con obesidad no presentaron asociacion significativa con la presencia de anticuerpos contra
el virus de influenza.

Ahora bien, como se ha mencionado anteriormente, el virus de la influenza A se caracteriza
por causar enfermedad moderada a grave y tiende a afectar a todos los grupos etarios, sin
embargo, se ha reportado que las personas jovenes son mas vulnerables al virus, debido a
gue no han tenido experiencia previa o contacto con virus similares al nuevo virus AHIN1
(Fajardo et al., 2009 ). En México, segun reportes realzados por el InDRE, en la temporada
alta de influenza 2015-2016, el grupo etario con mds numero de casos es el de personas de
35 a 65 afios, seguido de personas de 30 a 34 afios y de 25 a 29 afios. En este estudio, la
edad promedio de los encuestados fue de 47 afios, ninguna de las personas encuestadas
dijo haberse enfermado de influenza durante la epidemia y las personas que presentaron
anticuerpos contra los dos péptidos del virus de influenza estuvieron en el rango de edad
de 31 a 40, seguido de los 41 a 60 afios, seguido de los de 61 a 70, y 71 a 90 afios, aunque
no se encontrd asociacion entre la edad y el desarrollo de anticuerpos.

En una investigacion sobre la evolucién del virus de influenza, se describe que el virus
AH1N1 afecta principalmente a la poblacidén joven debido a que no cuentan con memoria
inmunoldgica ante este tipo de virus, es decir, no tienen experiencia previa de exposicion al
mismo (Hay et al., 2001). Esto ocurre puesto que el virus desaparece de forma temporal y
después tiene una repentina reaparicion, un ejemplo es lo ocurrido en el afio 1950, cuando
un virus tipo AH1N1 circulaba alrededor del mundo, después estuvo ausente de la poblacién
humana cerca de 20 anos y reaparecié en 1977. Como consecuencia de esta relacién, las
personas de edad de 27 afios o0 mas que habian tenido exposicion previa a este virus, tenian



inmunidad sustancial a esta infeccion, y por eso la enfermedad ataco principalmente a los
joévenes. Este nivel de inmunoproteccidon en grupos de mayor edad, se determina por su
nivel de experiencia previa con virus similares al que emerge. En otro estudio, Reichert
(2012) menciond la existencia de una linea temporal de las personas que se han salvado
del virus en las Ultimas pandemias segun la edad; por ejemplo, personas de 45 a 55 afios de
edad se salvaron en 1918 de la cepa AH1N1, personas mayores de 26 afios se salvaron en
la reaparicién del virus HIN1 en 1977-1978 y en la pandemia de 2009 por HIN1 el mayor
numero de personas que se salvaron eran mayores a 62 afos.

Algo similar se observé en la pandemia de 2009, en donde la poblaciéon de mas edad se vio
menos afectada, por consiguiente, parece que una proporcién significativa de individuos
por encima de un determinado umbral de edad estuvieron inmunolégicamente protegidos
contra el virus emergente y es por esta razén que la poblacién joven resultd ser la mas
afectada durante la pandemia. En nuestro estudio se observé que el mayor nimero de
individuos que desarrollaron anticuerpos contra los péptidos HA15 y NA15 del virus AHIN1
fueron mayores a 30 afios y los porcentajes mas altos de positividad estuvieron en los
grupos de 41 a 60 afios de edad.

8.3 Factores poblacionales asociados a la presencia de anticuerpos contra dos péptidos
del virus AH1IN1

En los resultados del estudio se menciond que existe una relacién directa entre producir
anticuerpos contra el péptido HA15 y convivir con personas con gripa. Las personas que
conviven frecuentemente con enfermos de gripa o influenza, como son los médicos,
enfermeras, trabajadores sanitarios y los familiares de los pacientes infectados son
consideradas un grupo de riesgo especifico, debido a la constante exposicién que tienen al
virus. En un estudio reportado por Sandoval y colaboradores se puede apreciar la relacién
entre estos factores, ya que se midié la cantidad de anticuerpos en trabajadores de la salud
que estaban en contacto con enfermos en la sala de emergencia, y en quiréfanos; las
muestras fueron tomadas tres semanas despues de finalizar el periodo de pandemia (ultima
semana de noviembre de 2009) y antes de la campafia de vacunacidon de marzo de 2010.
Los titulos de anticuerpos fueron medidos por inhibicién de la hemaglutinacién y ambos
grupos mostraron mayor cantidad en los niveles de anticuerpos comparado con la
poblacién en general, sin embargo el personal de la sala de emergencias mostré titulos mas
elevados de anticuerpos especificos contra el virus HIN1 del 2009 (Sandoval et al., 2016).

Por otra parte, las personas que convivieron con individuos que presentaron gripe durante
la pandemia, afirmaron haberse aplicado la vacuna contra influenza. En varios estudios se



ha reportado que quienes se vacunan tienden a presentar titulos elevados de anticuerpos
contra el virus después de la inmunizacién. En la investigacion reportada por Strengell
(2012), se evalud la respuesta de anticuerpos en profesionales de la salud que trabajaban
con pacientes infectados, se observé que 21 dias después de aplicar la vacuna, los titulos
de anticuerpos medidos por inhibicion de la hemaglutinacion habian aumentado
notablemente y se concluyd que hubo proteccion. Un afio después, al aplicar la vacuna de
influenza estacional, se incrementd el titulo de anticuerpos. Este tipo de estudios
demuestran que las personas que estan en contacto con individuos infectados o con
sintomas de influenza tienen mayor riesgo de exposicién al virus y desarrollan una mayor
respuesta de anticuerpos, lo que apoya nuestra investigacidon, ya que encontramos una
asociacion directa con ser positivo a la produccién de HA15.

Ahora bien, refiriéndonos a la poblacidn que consume tabaco, el 29.3% de los voluntarios
dijeron ser fumadores y este factor estuvo asociado a la produccion de anticuerpos contra
el péptido NA15. Esta reportado que fumar cigarrillos esta asociado con el incremento a la
susceptibilidad de contraer influenza, probablemente por la baja regulacién de la respuesta
inflamatoria primaria del hospedero. Una investigacién realizada para analizar la
sintomatologia clinica en los pacientes con influenza durante la pandemia de 1969,
encontré que la incidencia de infecciones sintomaticas y asintomdticas fue mayor en
jévenes fumadores frecuentes (Wong et al., 2013). También reportaron que la tendencia
de mortalidad por influenza es mayor en fumadores frecuentes y ex fumadores que en
personas que nunca han fumado, ademas de que se sabe que el humo de tabaco y muchos
de sus componentes ocasionan cambios estructurales en el aparato respiratorio
(inflamacion y fibrosis peribronquiolar, disminucién de las mucosas, disrupcion del epitelio
respiratorio) que predisponen al desarrollo de infecciones respiratorias, ya que suprimen la
inmunidad contra infecciones de influenza y otros virus (Wong et al., 2013). Sin embargo,
en la presente investigcidn se reporta que fumar es un factor que favorece la produccion
de anticuerpos anti NA15, ya que el 37.7% de los fumadores, fueron positivos para producir
anticuerpos contra este péptido. Un resultado similar al nuestro se reporté en un trabajo
de investigacién realizado por Cruijff y colaboradores en 1999, en el que se examind la
eficacia de la vacuna y el desarrollo de influenza en grupos de fumadores y no fumadores,
encontrando que los fumadores que se habian vacunado presentaban menos incidencia de
influenza que los no fumadores. Una explicacién que dan los autores a este hecho, es que
los fumadores tienden a desarrollar una mejor proteccion inmunolégica después de la
vacunacion, resultando en una baja incidencia de influenza comparada con los no
fumadores. Esta idea apoya nuestro estudio, siendo importante resaltar que en nuestra
poblacién, las 336 personas que dijeron si ser fumadoras, 249 también afirmaron haberse
aplicado la ultima vacuna contra influenza. Ademas de esto, Cruijff y colaboradores (1998)



mencionaron que aunque la respuesta de anticuerpos en suero contra influenza es mas alta
en fumadores durante los primeros tres meses después de la inmunizacién, esos niveles
tienden a disminuir de manera importante después de un afio, comparado con los no
fumadores.

En otra investigacion se estudié la relacidn entre fumary la respuesta de anticuerpos séricos
por inhibicién de la hemaglutinacidén contra el virus de influenza después de la vacunacion.
Los titulos de anticuerpos fueron mas altos en los fumadores que en los no fumadores. Una
explicacion que dan los autores es que esto se debe probablemente a que los fumadores
tienden a sufrir infecciones subclinicas mas frecuentes, por lo tanto desarrollan mayor
cantidad de anticuerpos (Finklea et al., 1971).

9. Conclusiones

e La saliva puede ser un buen reactivo bioldgico para la busqueda de anticuerpos
especificos.

e Los péptidos HA15 y NA15 del virus AHIN1 pueden utilizarse en sistemas de ELISA
para determinar la presencia de anticuerpos IgA en fluidos orales.

e Las personas con mayor cantidad de anticuerpos IgA contra el virus AHIN1 fueron
los adultos, cuyas edades oscilaron de los 41 a 60 afios de edad.

e Se analizaron 1147 muestras de saliva por medio del ELISA. Para el caso del péptido
HA15 98 muestras fueron positivas (8.6%) y 126 (11%) para el péptido NA15.

o Serfumador fue unfactor asociado a la produccidn de anticuerpos contra el péptido
NA15 del virus de influenza tipo AH1N1 en la poblacién analizada de CDMX

e Haber estado cerca de una persona con gripa fue un factor asociado a la produccién
de anticuerpos contra el péptido HA15 del virus de influenza tipo AH1IN1 en la
poblacién analizada de CDMX
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ANEXOS.

Anexo 1: Estructura secuencial reportada de HA del virus AH1N1. En rojo se encuentra
marcado el péptido HA15

MKAILVVLLY TFATANADTL CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNIL EDKHNGKLCK
LRGVAPLHLG KCNIAGWILG NPECESLSTASSWSYIVETS SSDNGTCYPG DFIDYEELRE
QLSSVSSFERFEIFPKTSSW PNHDSNKGVT AACPHAGAKS FYKNLIWLVK KGNSYPKLSK
SYINDKGKEV LVLWGIHHPS TSADQQSLYQNADAYVFVGS SRYSKKFKPE IAIRPKVRDQ
EGRMNYYWTLVEPGDKITFE ATGNLVVPRY AFAMERNAGS GIISDTPVH DCNTTCQTPK
GAINTSLPFQ NIHPITIGKC PKYVKSTKLRLATGLRNVPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG
MVDGWYGYHH QNEQGSGYAADLKSTQNAID EITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNHLEKR
IENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDYHDSNVKNLYEKVRSQL KNNAKEIGNG
CFEFYHKCDN TCMESVKNGTYDYPKYSEEAKLNKEEIDGV KLESTRIYQI LAYSTVASS
LVLVVSLGAI SFWMCSNGSLQCRICI

Anexo 2: Estructura secuencial reportada de NA del virus AHIN1.En rojo se encuentra
marcado el péptido NA15

MNPNQKIITIGSVCMTIGMANLILQIGNIISIWISHSIQLGNQNQIETCNQSVITYENNTWVNQTYV
NISNTNFAAGQSVVSVKLAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSIRIGSKGDVFVIREPFISCSPLECRT
FFLTQGALLNDKHSNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPYNSRFESVAWSASACHDGINWLTI
GISGPDNGAVAVLKYNGIITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSNGQASYK
ILRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLEYQIG
YICSGIFGDNPRPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFKYGNGVWIGRTKSISSRNGFEMIW
DPNGWTGTDNNFSIKQDIVGINEWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGRPKENTI
WTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK
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