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RESUMEN 

Con el objetivo de identificar en forma rhpida 10s virus de influenza, se estudiaron 148 muestras de pacientes con sintomatologla compatible 
con esta entidad. Para ello fue desanollado un cultivo rhpido de c6lulas MDCK-1, en placas de 96 pozuelos, donde fueron inoculados 10s 
exudados nasofaringecn o gargarismos, e incubados durante una noche a 37°C el medio fue eliminado y las Celulas heron lavadas con 
h f e r  fosfato salina; posteriormente fueron fijadas con metanol y 10s antlgenos virales detectados por la t6cnica de inmunopemxidasa 
mediante unpool de anticuerpos monoclonales contra la influenza A y otro contra la influenza B. Para el subtipaje en A @N$e utiliz6 el 
anticuerpo monoclonal HA1-71, mientras que el anticuerpo monoclonal HA2-76 reacciona con ambos subtipos A @NJ y A (H,N,). Del 
total de muestras positivas (136) correspondid 72,l %para el tipo A y a 10s subtipos H, y 4 , 3 4 , 6  y 3 7 3  %, respectivamente. La influenza 
B se detect6 en 27,9 % de las 148 muestras investigadas, s610 12 resultaron negativas (8,l %). Se kcomienda la utilizacibn de esta tkcnica 
como un mktodo de diagndstico r&pido, sensible, conveniente y fhcil de realizar e interpretar para la detecci6n y cara~terizacidn en tip0 y 
subtipo de 10s virus de influenza a partir de exudados nasofaringeos o gargarismos. 

Dcseriptores DeCS: ORTHOMYXOVIRUS TIP0 Naislamiento & purificacidn; ORTHOMYXOVIRUS TIP0 B/aislamiento & purifica- 
ci6n; NASOFARINGWinmunologla; TECNICAS PARA INMUNOENZIMAS; EXUDADOS & TRANSUDADOS; CULTIVO DE CELU- 
LA. 

Un gran nGmero de laboratorios participa en la 
vigilancia de la actividad de 10s virus de influenza y 
sus cambios, debido a la necesidad de informar tem- 
pranamente la presencia de nuevas cepas epidCmi- 
cas y la diferenciacibn entre 10s tipos A y B. 

Por tradicibn, esta diferenciacibn se realiza por 
medio de la t6cnica de inhibicibn de la 
hemaglutinacibn (IH) con antisueros especificos,lsz 

que es, ademhs, muy laboriosa, en ocasiones se ne- 
cesita dar repetidos pases por embribn de pollo o en 
cultivos celulares3 para obtener titulos altos de 
hemaglutinacih que permitan identificar el agente 
por este mCtodo, lo que causa una dilatacibn consi- 
derable del diagnbstico. 

A travCs del tiempo se han desarrollado diferen- 
te tbcnicas para el diagndstico riipido de 10s virus de 4 
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la influenza. Entre ellas, la detecci6n de 10s antigenos 
virales, despues de una corta incubaci6n en cultivos 
celulares infectados, por la tecnica de inmuno- 
peroxidasa, la que ha encontrado una extensa apli- 
caci6n en el diagnostic0 virol6gico. Estas tdcnicas 
combinan la sensibilidad del aislamiento viral en el 
cultivo celular y la deteccion directa de antigenos 
en muestras clinicas por inmunofluorescencia, 
ELISA y la deteccidn de acidos nucleicos virales por 
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).4-6 

Usando anticuerpos monoclonales (Acs M) con- 
tra 10s virus de influenza A y B, y Acs M contra la 
hemaglutinina desnaturalizada y fragmentada de es- 
tos virus, se ha desarrollado un mdtodo de cultivo 
rapido para la caracterizacion en tipo y subtipo de 
cepas de influenza humana A (H,N2) y tipo B, me- 
diante la tkcnica de inmunoper~xidasa.~.~ Esta tecni- 
ca fue validada en nuestro laboratorio aplicandola a 
un grupo de cepas de referencias, y en aislamientos 
realizados entre 1992 y 1994 que habian sido carac- 
terizados mediante IH. A partir de 10s resultados 
obtenidos, se decidi6 aplicarla a gargarismos y 
exudados nasofaringeos para com probar la efectivi- 
dad del metodo cuando se aplica de forma directa. 

METODOS 

Cdulas. En todos 10s experimentos se utiliza- 
ron cClulas MDCK-L3 multiplicadas en Medio Eagle 
(Dulbecco's modificado), suplementado con 5 % de 
suer0 bovino fetal (SBF), 0,2 'YO de albumina y 25 niM 
de Hepes y antibibtic0 (penicilina y estreptomicina). 

Virus. Se utilizaron C O ~ O  controles las si- 
guientes cepas de referencias: A/Texas/36/ 9 1 (H,N ,), 
A/Beijing/352/89 (H3N2) y B/Panama/45//90. 

Muestras clinicas. Se procesaron 148 exudados 
nasofaringeos o gcrgarismos, pertenecientes a dife- 
rentes temporadas de influenza en Cuba, desde 1992 

a -70 "C hasta ser utilizados en nuestro estudio para 
detectar o no la presencia del virus de influenza. En 
23 de estas muestras ya se habia efectuado antes el 
aislamiento y la caracterizacihn del virus de in-  
fluenza. 

Anticuerpos nionoclonales (Acs M). Para la 
tipificacion de 10s virus de influenza, fueron utiliza- 
dos un pool de influenza A, que contenia Acs M 

hasta 1995, 10s que se mantuvieron almacenados 

contra la nucleoproteina de estos virus, y el pool B, 
que contenia un anticuerpo contra la nucleoproteina 
y otro contra la hemaglutinina de 10s virus de in- 
fluenza B. Los Acs M HAl-71 y HA2-76, se usaron 
para subtipar 10s virus de tipo A en 10s subtipos H, y 
H,.9J0 Estos Acs M proceden del CDC de Atlanta, 
Georgia, EE.UU. 

Lospools A y B se usaron en diluciones de 
1 : 1 000 y 1 :500, respectivamente, y la dilucion 
de trabajo de 10s Acs M HA1-71 y HA2-76 fue de 
1 :400. 

Tip0 y subtipo de influenzavirus." Se sembra- 
ron placas de cultivo celular de 96 pozuelos (Costar, 
Cambrigde, Mass.) con 10 000 cklulas por pozuelo 
en 100 pL de medio para crecimiento que contenia 
1 % de suer0 de bovino fetal, al que se le aiiadieron 
4 pg de tolysulfonyl Ketone (TPCK), tripsina al 
0,25 % (Sigma Chemical, Co., St. Louis, Mo.). Cada 
muestra clinica homogeneizada se inoculo en 4 po- 
zuelos a raz6n de 20 pL por pozuelo. 

Como control negativo se reservaron en cada 
placa 4 pozuelos sin inocular, y 10s 3 controles de 
virus (H,H3 y B) fueron inoculados de igual forma 
que las muestras en estudio. 

Las placas se incubaron a 37 "C en CO, al 5 % 
durante 20 min, para equilibrar el pH de la placa, y 
despues fueron centrifugadas a 2 500 rpm a tempe- 
ratura ambiente por 45 min. Despues de una noche 
de incubaci6n (16 a 20 h), el medio fue eliminado y 
las celulas lavadas 2 veces con buter fosfato salina 
(PBS), fueron fijadas con metanol absoluto, se le 
afiadieron al pocillo en forma gradual 50 y 100 pL 
mls de metanol absoluto, se mantuvieron a tempe- 
ratura ambiente durante 10 min, se elimino el 
metanol de todos 10s pozuelos y se lavaron nueva- 
mente 2 veces con PBS. 

Los 4 AcsM se diluyeron en PBS (como ya se 
sefialo) que contenia 5 YO de leche en polvo 
descremada y cada uno fue aiiadido a un pozuelo de 
cada muestra (75 pL). 

Las placas se incubaron a 37 "C durante 1 h se 
lavaron posteriormente 4 veces con PBS y mas tar- 
de se incubaron con un anticuerpo antirraton conju- 
gado con peroxidasa (Amersham) por 60 min y en 
una dilucion de 1 : 1 000 (75 pL en cada pozuelo). 

Antes de agregar el sustrato se aiiadio 1 pL de 
peroxido (H202 a1 30 % p/v BDH) y se dispensaron 
60 pL en cada pozuelo. El color de la reaccion se 
desarrollh entre 10s 30 y 60 min. La solucion de 
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sustrato fue eliminada y reemplazada por 100 pL de 
PBS por pozuelo, la lectura se realiz6 en un micros- 
copio de luz invertida. 

La coloraci6n roja intracelular en las muestras 
clinicas se interpreta como un resultado positivo de 
infecci6n y su ausencia como negativo. 

En las cklulas de control constituyen resultados 
positivos para la prueba: la coloraci6n roja 
intracelular en 10s inoculados con las cepas de refe- 
rencia (control positivo) y la ausencia de coloraci6n 
en 10s no inoculados (control negativo). 

RESULTADOS 

Las cklulas infectadas con 10s virus influenza 
tipos A y B reaccionaron con una intensa coloracidn 
roja citoplasmatica contra lospools A y B, respecti- 
vamente. 

Los virus de influenza A que reaccionaron con 
coloraci6n frente a 10s Acs M HA 1-7 1 y HA2-76, 
clasifican en el subtipo H, y 10s que reaccionan s610 
frente al HA2-76 en el subtipo H, .I2 

Las cepas de referencia (controles positivos) re- 
accionaron frente a sus correspondientes anticuerpos 
monoclonales, lo que confirma el resultado positivo 
del ensayo desde el punto de vista de su especifici- 
dad. No se observ6 ninguna reaccidn de coloraci6n 
en 10s cultivos no infectados (control negativo). 

Las diluciones de 10s Acs M, conjugado y 
sustrato utilizadas, resultaron adecuadas en nuestro 
estudio. No se detectaron reacciones cruzadas, ni 
inespecificas, frente a 10s 4 Acs M probados. 

Los resultados obtenidos a1 aplicar de forma di- 
recta este mktodo a las 23 muestras donde se habia 
aislado y caracterizado antes el virus de influenza 
por las tkcnicas de IH e inmunoperoxidasa fueron 
totalmente coincidentes. 

En la tabla 1 se distribuyen 10s resultados obte- 
nidos durante el period0 estudiado y en la tabla 2 se 
seiialan 10s porcentajes de positividad para cada tipo 
de virus de influenza. 

En las 148 muestras clinicas analizadas y colec- 
tadas durante 4 estaciones de influenza (desde 1992 
hasta 1995) en Ciudad de La Habana, se obtuvieron 
resultados positivos en 136 muestras (91,9 'Yo) y solo 
12 gargarismos (8,l  'YO) resultaron negativos, me- 
diante el metodo de la inmunoperoxidasa. 

TABLA 1. Resultados obtenidos en 148 muestras clinicas por Iatkcni- 
ca de inmunoperoxidasa 

Casos positivos por tip0 y subtipo 
Estacibn Tipo Subtipo Subtipo Tipo Casos Total de 
Influenza A H,N, H3N2 B negativos muestras 

1992 24 18 6 0 0 24 
1993 10 4 6 6 4 20 
1994 9 5  4 17 2 28 
1995 55 20 35 15 6 76 

Total 98 47 51 38 12 148 

TABLA 2. Resultados porcentuales de 10s casos positivos y de 10s 
negativos obtenidos en 148 muestras clinicas por la tCcnica de 
inmunoperoxidasa 

Esta- Total Porcentajes de positivosl Porcenta- 
ci6n in- Total de de posi- Tipo Subtipo Subtipo Tipo jes de ne- 
fluenza muestras tivos A H,N, H,N, B gativos2 

1992 24 24 100,O 75,O 25,O 0,O 0,O 
1993 20 16 62,s 25,O 373  373 20,O 
1994 28 26 34,6 19,2 15,4 65,4 7,1 
1995 76 70 78,6 28,6 50,O 21,4 7,9 

Total 148 136 72,1 34,6 373  27,9 8,1 

I Porcentaje con respecto al total de casos positivos. 
* Porcentaje con respecto al total de muestras. 

En 1992, el total de las muestras estudiadas se 
tipific6 dentro del grupo A (100 YO), se destac6 la 
circulaci6n del subtipo H,N,, con 18 muestras posi- 
tivas (75 'YO). 

Durante 1993, el comportamiento de las mues- 
tras analizadas h e  el siguiente: para el tipo A, se 
caracterizaron dentro del subtipo A H,N,, 4 mues- 
tras positivas (25 %); 6 para el A H,N, (37,5 %) y 
otras 6 muestras resultaron positivas para el tip0 B 
(37,5 %). 

En 1994, durante la temporada de influenza, se 
destaca el aumento de positividad con respecto a1 
tipo B, 17 muestras positivas (65,4 'YO), comporta- 
miento que se mantuvo similar en 1995 (15, para 
2 1,4 %), respecto al total de casos positivos. 

Sin embargo, durante la temporada analizada de 
1995, de un total de 76 muestras clinicas, 55 (78,6 %) 
fueron positivas para el tip0 A, 20 del subtipo H,N, 
y 35 del subtipo H,N,, para 28,6 y 50 'YO respectiva- 
mente. 

Del total de muestras positivas analizadas en 10s 
4 afios estudiados se obtuvieron 10s siguientes resul- 
tados: 98 del tipo A (72,l %), con 47 (34,6 %) del 
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subtipo H,N, y 51 (373 %) del subtipo H,N,, y 38 
del tipo B (27,9 %). 

DISCUSION 

En el diagndstico de 10s virus de influenza a par- 
tir de exudados nasofaringeos se han empleado mk- 
todos cl6sicos como la IH, inoculacih en embrio- 
nes de pollo, cultivos celulares y, hltimamente, la 
tkcnica del PCR con el us0 de cebadores con secuen- 
cias conservadas durante aiios y la amplificacidn de 
fiagmentos por cDNA, lo cual permite discriminar 
entre virus de diferentes t i p o ~ . ~ , ~  

Para nuestro trabajo se utiliz6 una tkcnica 
inmunoquimica con el fin de tipar y subtipar 10s 
ortomixovirus. La base diagndstica del mktodo 
(inmunoperoxidasa) fie el empleo de 4 anticuerpos 
monoclonales (pool A,pooZ B, HAI-7ly HA2-76), 
que identificaron a 10s virus de infuenza en tipos y 
subtipos A, B, HI y q, lo cual indica que estos AcM 
son capaces de reconocer 10s epitopes bien conser- 
vados de la hemaglutinina de estos virus, eliminan 
en forma apreciable reacciones inespecificas que 
puedan falsear 10s resultados, y nos permiten una 
riipida identificacidn del surgimiento de nuevas ce- 
pas y de 10s virus H,N, si ellos reemergen en la po- 
blacidn h ~ m a n a . ~ J ~  

Estos ACsM especificos de tipo y subtipo, e s t h  
siendo obtenidos por inmunizaci6n de ratones con 
virus concentrado de liquido alantoideo y muy utili- 
zados en el diagnbtico rtipido de estos virus.I0 

Los resultados concuerdan con 10s anteriormente 
obtenidos a1 aplicarse el mktodo de la inmwno- 
peroxidasa a cepas de referencia y a aislamientos 
caracterizados previamente por IH, y con 10s de 
Ziegler y otros," que tambidn validaron este mCto- 
do con cepas de referencias y muestras clinicas,bajo 
condiciones similares a las referidas en nuestro tra- 
bajo. Estos estudiaron 263 muestras clinicas, para 
evaluar su ensayo, de las que 3 1 contenian el virus 
de influenza A H,N, y 1 13 el de influenza A del 
subtipo H,, 84 muestras contenian influenza tipo B y 
25 resultaron negativas, para 9,5 %. Estos autores 
atribuyen la negatividad obtenida, a que ellos testa- 
ron muestras almacenadas por mas de 5 aiios, lo que 
se evitaria con el estudio de muestras frescas; si se 
inoculan 200 pL por pozuelo, se homogeneiza bien 

la muestra y se prolonga el tiempo de incubacidn se 
podria incrementar la sensibilidad del ensayo. 

Otros investigadore~,'~-'~ usando iguales pools 
A y B contra estos virus en ensayos de cultivos rapi- 
dos, obtuvieron entre 56 y 100 % de sensibilidad en 
sus estudios. 

En nuestro caso la sensibilidad alcanzi, el 91,9 % 
(8,9 % de casos negativos), lo que se corresponde 
tambikn con 10s indices normalmente obtenidos 
cuando se trabaja las muestras clinicas de forma di- 
recta. La dispersi6n existente en la negatividad en 
10s afios estudiados (0,O % en 1992; 20 en 1993; 7,l 
en 1994 y 7,9 en 1995) no resulta significativa si se 
toma en cuenta el ncmero de cams estudiados por 
aiio: 24,20, 28 y 76 muestras en cada uno de 10s 
afios referidos. 

Con las muestras clinicas analizadas, se obtu- 
vieron porcentajes de positividad de 100 ( 1  992); 
62,5 (1993); 34,6 (1994) y 78,6 (1995) para el tip0 
A, lo que coincide con 10s reportes de circulaci6n a1 
nivel mundial. 

Durante 1992 y 1993 predomin6 mundialmente 
el subtipo A H3N,, que causd brotes en centros ce- 
rrados de j6venes y en niilos menores de 15 aiios, y 
a su vez provocd una pan  ausencia escolar, sin que 
dejaran de reportarse casos esporadicos en paises 
como Finlandia, China, Rep6blica Checa, Rusia y 
E~pafia.'"'~ 

En 1994, se resume la actividad del virus de in- 
fluencia en el mundo, asociadr en gran parte con el 
subtipo &N2, que cz~u88 severas epidemias en la 
regidn norte de Europa. 

En 1995, en paises informantes como Francia, 
Chile, Canada, Hon Kong, Madagascar, Australia y 
otros, la principal actividad de gripe se debid tam- 
biCn a este subtipo,2°-22 con la aparicidn de brotes y 
casos esporiidicos por 6ste, se concluy6 que la acti- 
vidad principal de 10s virus influenza en el mundo y 
en nuestro pais durante estos a o s  se debi6 a1 subtipo 
A H3N,.2, 

El subtipo A H,N,, cocircul6 en nuestro pais con 
el A H,N2 en todo el period0 analizado, se present6 
en brotes y casos esporidicos, represent6 el 34,6 % 
del total de la positividad encontrada (tabla 2); sin 
embargo, la circulaci6n mundial de este subtipo no 
fue revelante, per0 aunque raro, ha seguido en cir- 
culaci6n." 

Con respecto a1 tipo B, hub0 un increment0 
importante en su circulaci6n durante estos alios, no 
reportado anteriormente en Cuba, se comenz6 a ais- 
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lar en 1993, represent6 en 1994 en 65,4 % de la 
positividad de las muestras analizadas y caus6 bro- 
tes importantes, situaci6n muy poco comun en nues- 
tro pais (tabla 2). 

A1 nivel mundial tambikn se report6 la amplia 
distribucion de la actividad del virus influenza 
tip0 B, la que ha ido en increment0 a partir de 1993, 
como ocurrio aqui. 

En Alemania, Hong Kong e Iran, mas del80 % 
de 10s aislamientos de brotes epidemicos pertene- 
cian a este tipo, caracterizados como similares a la 
cepa B/Panam6/45/90, estas investigaciones fueron 
apoyadas por estudios serobgicos, que indicaron 
como importante la actividad del virus gripal tipo By 
que provoca infecciones respiratorias agudas (IRA), 
sobre todo en n i i i o ~ . ~ ~  

La coincidencia de 10s resultados, su especifici- 
dad y sensibilidad, valoran la efectividad del meto- 
do como diagn6stico rapido capaz de detectar el vi- 
rus de influenza, tipificarlo y subtipificarlo en me- 
nos de 48 h, lo que ofrece ventajas tangibles para 
orientar la acci6n epidemiolbgica y clinica. 

Podemos concluir nuestro trabajo con la reco- 
mendaci6n del us0 de la tecnica de la inmuno- 
peroxidasa como un metodo de diagn6stico rapido, 
conveniente, facil de realizar e interpretar, su gran 
especificidad y sensibilidad, todo esto nos permite 
procesar un gran numero de muestras clinicas con 
resultados disponibles en un period0 de 48 h, con lo 
que se pueden adoptar medidas de control 
epidemiol6gico frente a brotes de IRA provocados 
por el virus de influenza. 

SUMMARY 

One hundred .and fourty eight samples from patients with a 
symptomatology compatible with the influenza virus were studied 
aimed at identifying in a fast way these viruses. A rapid MDCK-L cell 
culture was developed on 96 well plates, where nasopharingeal exudates 
or gargarisms were innoculated and incubated all night long at 37 "C. 
The medium was removed and cells were washed with PBS and fixed 
with methanol. Viral antigens were detected through the 
immunoperoxidase staining by using two monoclonal antibody pools 
for the identification of influenza A and influenza B viruses. The HAI- 
71 monoclonal antibody, specific for influenza A (H,N,, and the HA2- 
76, which react with both A (H3NN2) and A (qlNl) were used for 
subtyping. Of all the positive samples (136), 72 % corresponded to 
type A while 34.6 % and 37.5 % corresponded to subtypes H, and H,, 
respectively. Influenza B was detected in 27.9 % of the 148 samples 
studied. Only 12 were negative (8.1 %). The use of this technique is 
recommended as a rapid, convenient and sensitive method that is easy 
to cany put and to interpretate for the detection and characterization in 

type and subtype of the influenza viruses starting from the 
nasopharyngeal exudates or gargarisms. 

Subject headings: ORTHOMYXOVIRUSES TYPE Alisolation & 
purification; ORTHOMYXOVIRUSES TYPE B/isolation & 
purification; NASOPHARYNWimmunology; IMMUNOENZYME 
TECHNIQUES; EXUDATES AND TRANSUDATES; CELL 
CULTURE. 
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