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Resumen

El virus influenza es causa frecuente de infeccion respiratoria. Pertenece a la familia Orthomixoviridae,
existiendo tres géneros. Todos comparten caracteristicas estructurales con un manto de lipidos y
glicoproteinas hemaglutinina y neuraminidasa, que participan en la patogenicidad viral y determinando
los diferentes subtipos de virus; en su interior una hebra de acido ribonucleico de polaridad negativa.
El presente articulo resumen las principales caracteristicas de laboratorio, clinicas y de diagndstico

de este emergente virus respiratorio.
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INTRODUCCION

El virus influenza es causa frecuente de infeccion respiratoria
en los distintos grupos etarios de la poblacién humana en
todo el mundo(!-"). Se asocia a enfermedad grave e incluso
letal, en lactantes, ancianos, pacientes con enfermedades
crénicas e inmunocomprometidos@27), Este virus pertenece
a la familia Orthomixoviridae, cuyo nombre deriva del griego
orthos: derecho, y myxo: mucus. Existen tres géneros Influenza
virus A, By C; formados por los virus influenza A, By C,
respectivamente. Cada virus influenza se denomina interna-
cionalmente indicando el genero o tipo de virus (A, B, C); el
nombre en inglés de la especie animal de la que se aislé
(excepto si es de humano); el lugar del aislamiento; el nimero
de caso del laboratorio; el afio de su aislamiento, y, entre
paréntesis, se escribe el subtipo de HA y NA. Por ejemplo:
A/gooser/Guandong/| /96 (H5N | )(1:3:5.8),

Todos los virus influenza comparten caracteristicas estruc-
turales como el didmetro de 50 a 120 nm; la forma esferoidal;
la presencia de una envoltura o manto y el tipo de genoma(!).
El manto corresponde a una bicapa de lipidos derivados de
la membrana celular, de la cual sobresalen alrededor de 500
espiculas (Figura |), conformadas por las glicoproteinas
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Hacia el interior
de la particula viral, existe una capa formada por la proteina
matriz (M) y més al interior, esta la nucleocapsula de simetria

helicoidal, constituida por los complejos polimerasa y nu-

cleoprotéico que incluye el genoma viral. Este es una hebra
de acido ribonucleico (ARN), de polaridad negativa, formada
por 12000 a 15000 nucledtidos y segmentada en 7 (influenza
C) u 8 fragmentos (influenza A 'y B)(13:4),
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El genoma viral codifica para 9 proteinas. Las proteinas
NSI y NS2 no son estructurales, es decir, estan ausentes en
las particulas virales; sin embargo, se detectan en altas canti-
dades en las células infectadas. NS | es inmunomodulador
determinando diversos efectos como la inhibicion del interferén
de tipo | (IFN) en las células infectadas. Las proteinas PA, PB
y PB2 interactéan con el genoma viral constituyendo el
complejo nucleoprotéico vy sintetizan nuevos ARN virales
actuando como ARN polimerasa. La nucleoproteina (NP) se
asocia a los segmentos del ARN viral y a las polimerasas,
conformando la nucleocapsula helicoidal. La proteina M
forma la matriz y, junto a NF, constituyen el antigeno profundo
que permite clasificar los virus influenza en los 3 tipos: A, B
y C. La hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) son los
antigenos de superficie del manto, participando en la patoge-
nicidad viral y determinando los diferentes subtipos de virus.
La hemaglutinina es la glicoproteina de superficie mas abun-
dante (80%); reconoce receptores especificos de la mucosa
respiratoria, permitiendo la adsorciéon del virus a la célula
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Figura |. Esquema de una particula de virus influenza
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huésped (infectividad). En la naturaleza se han descrito variantes
(HI - HI16), de las cuales sélo las HI, 2 y 3 afectan al ser
humano. La neuraminidasa es una enzima capaz de romper
la unién del acido neuraminico (sidlico) a la proteina, facilitando
la liberacion viral; se han detectado 9 variantes de N, de las
cuales sélo NI 'y N2 infectan a las personas8).,

Los diferentes subtipos de virus influenza se originan por
los cambios en los antigenos de superficie H y/o N. Estas
variaciones antigénicas ocurren por recombinaciones genéticas
o por mutaciones puntuales, fenémenos frecuentes en estos
virus debido a la fragmentacion del ARN y a la baja fidelidad
de la replicacién viral. Esta enzima comete errores durante
la sintesis de las nuevas hebras de ARN que no se corrigen
por la ausencia de un sistema de reparacién, por lo que los
virus ARN tienden a tener 10.000 veces mas mutaciones
que los ADN, lo que en el caso de la HA del virus influenza
A ocasiona cambios de 2 a 3 de sus 250 aminoacidos por
ano. Estos cambios puntuales (drifts) se acumulan geogréfica
y temporalmente, disminuyendo la similitud antigénica entre
las antiguas y las nuevas cepas circulantes, ocasionando brotes
epidémicos aunque de menor cuantfa. Por otra parte, la
recombinacion de genes puede generar cambios mayores
(shift) en los antigenos H o N, creando un nuevo subtipo
viral capaz de producir epidemias y pandemias. Este proceso
ocurre entre cepas de virus influenza de diversas especies
(humanos, aves maritimas y domésticas, cerdos, equinos,
ballenas, focas) durante una doble infeccién. Es asi como a
partir de la coinfeccién del cerdo con cepas de aves y humanas,
se han producido cepas recombinantes de Flu A. Como la
inmunidad que inducen los virus Flu es subtipo especffica, los
anticuerpos que produce el hospedero estan dirigidos contra
los antigenos de superficie (H y N) del virus que la infecta,
y sélo reaccionan en forma cruzada con cepas del mismo
subtipo(!3:8),

Entre los virus influenza, la virulencia y variacién antigénica
del A son mayores que las de los tipos B y C, por lo que
estas Ultimas no producen grandes epidemias. En cambio,
desde su aislamiento en 1933, se han producido varias
pandemias por distintas cepas de virus influenza A como
HiswNI en 1918-19; H2N2 en 1957; H3N2 en 1968 y
HINI en 19772 En 1997 y 1999, en Hong Kong se detec-
taron dos brotes por cepas aviarias H5SN| y HIN2, que
afortunadamente no se diseminaron; en la actualidad, se han
informado casos de influenza aviar en Asia, Europa, Africa,
Canada y EE.UU. Gran alarma ha causado la deteccién de
perros y gatos infectados. Si bien los virus influenza aviar
generalmente no infectan a humanos, se han confirmado mas
de 100 casos desde 1997 en Asiay Africa, la mayorfa de los
cuales se han adquirido mediante el contacto directo con
aves infectadas o superficies contaminadas y la mitad de los
cuales ha fallecido. La potencial variacion del virus podrifa
determinar la diseminacion entre personas, por lo que se ha
establecido una estrecha vigilancia de casos humanos. En el
2001, se detectaron cepas HIN2 en Europa y recientemente
en América, que no son particularmente agresivas().

El virus influenza A es capaz de producir enfermedad en
humanos, equinos, porcinos, focas y aves. Los By C sélo se

asocian a enfermedades humanas, aunque se ha detectado
infeccién en algunos animales?. La infeccidn se disemina por
via aérea en aerosoles o por contacto con manos u objetos
contaminados (fomites). El periodo de incubacion es corto
(horas - 4 dfas). El virus llega a la mucosa del aparato respiratorio
superior, vence la accién defensiva de cilios y mucus rompiendo
los enlaces de acido N-acetil-neuroaminico de éste mediante
la neuraminidasa viral (antigeno N).

Otra proteina externa del virus, la HA, permite la adsorcién
viral a receptores celulares que contienen acido sidlico, siendo
incorporado a la célula en una vesicula endoplasmatica por
endocitosis. La acidificacion de la vesicula cambia la confor-
macién de la HA e induce la fusidon del manto viral con la
membrana endocitica, liberando al citoplasma el complejo
ARN - nucleoproteina (NP) - polimerasas (PA-PB|-PB2), el
cual es transportado al nicleo. Allf se transcriben los 8 ARN
mensajeros que originaran protefnas estructurales y no
estructurales (NS 1, NS2). Los nuevos viriones se ensamblan
en la superficie celular y se liberan por yemacion. En esta
etapa, la neuraminidasa juega el papel fundamental de separar
el &cido sidlico de las glicoproteinas viral y celular, permitiendo
la liberacién del virus y evitando su aglutinacion en la mucosa.
En este proceso algunas células mueren por efecto del virus
o de la respuesta inmune celular; otras permiten varios ciclos
replicativos virales(!).

Como en todo agente infeccioso, el diagndstico de infeccién
por virus influenza, tanto con fines clinicos como epidemio-
l6gicos, se puede realizar mediante la deteccion del agente
o de la respuesta inmune del hospedero. Las técnicas dispo-
nibles varian en sensibilidad y especificidad segiin el método,
el laboratorio donde se realizan y el tipo de muestra utilizado.
La blsqueda del agente se realiza en muestras de secreciones
respiratorias y, si bien la muestra ideal depende de la técnica
a utilizar, en general es de eleccion el aspirado nasofaringeo
en los nifios y el lavado nasal en adultos, por la mayor
concentracién de virus gue en ella se presenta(! 3. Asimismo,
el rendimiento de la deteccién viral es mayor si la muestra
se obtiene en los primeros cuatro dias de enfermedad y si
su traslado al laboratorio se realiza en corto tiempo, en medio
de transporte viral y en frio para preservar la particula o el
genoma viral.

La presencia del virus se puede establecer mediante el
aislamiento viral, la deteccién de antigenos o del genoma
viral. Para aislar el virus se utilizan huevos embrionados o
cultivos celulares como las células de rifdn de mono verde
o de perro (MDCK). Los primeros se inoculan e incuban por
3- 4 dfas y los segundos se mantienen hasta 7 dfas a 33°C(),
El efecto citopético - vacuolizacidon y muerte celular- indicara
replicacion viral, confirmandose la presencia del virus mediante
la deteccion de antigenos virales con anticuerpos monoclonales
especificos, reaccion que generalmente se visualiza por
inmunofluorescencia. El aislamiento viral es la técnica de
referencia, pero la demora en el resultado (5-10 dfas), la
necesidad de disponer de personal entrenado y de equipa-
miento especial para trabajar con cultivos celulares dificultan
su aplicacion. Su principal ventaja es la posibilidad de determinar
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el subtipo viral, identificando las cepas circulantes. Esta
informacién es crucial para definir la composicion de la vacuna
y determinar la relacién entre las cepas de ésta y las prevalentes.
Se ha desarrollado una variante rapida del aislamiento viral
- shell vial- en la cual se acelera la infeccidn centrifugando la
muestra con el cuttivo celular, lo que permite detectar antigenos
virales a los dos dfas.

Para la deteccion de antigenos se utilizan anticuerpos
especificos y un sistema de visualizacion de la reaccion que
puede ser una marca fluorescente (inmunofluorescencia) o
una reaccion enzimatica (ensayo inmunoenzimatico, ELISA).
La primera se utiliza en multiples centros hospitalarios, pues
solo requiere de microscopio de luz ultravioleta. El resultado
se obtiene entre 2-4 horas, aunque esto varia segin la
disponibilidad del personal entrenado. La deteccién de
antigenos rapida puede realizarse en menos de 30 minutos
y se dispone de distintos sistemas comerciales, algunos de
los cuales detectan sélo virus influenza A, otros Ay B, e
incluso unos pueden distinguir entre estos dos virus?7)., En
general, se pueden aplicar a cualquier tipo de muestra
respiratoria, no identifican subtipos virales y su mayor desventaja
radica en la menor sensibilidad (70%) y especificidad (90%)
respecto el aislamiento viral. Por esto, el resultado debe
evaluarse en conjunto con la situacién epidemioldgica local,
siendo necesario aplicar otra técnica que confirme o descarte
un falso resultado negativo en un paciente con sospecha
clinica durante una epidemia. Los falsos positivos son menos
probables, debiendo considerarse esta posibilidad fuera del
perfodo epidémicol! 2,

El genoma viral se puede detectar sintetizando el DNA
complementario al ARN viral mediante la transcripcion reversa
y posteriormente amplificando un fragmento a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa. El resultado se obtiene
en 2-4 horas, es la técnica de mayor sensibilidad® y de alta
especificidad (superior al 95%), pero sélo se realiza en ciertos
laboratorios por la necesidad de equipos especiales y de
personal entrenado, que garantice un resultado confiable
porque la elevada sensibilidad del método puede ocasionar
falsos positivos por contaminacién de la muestra(!-2),

La deteccidn de anticuerpos séricos requiere de dos
muestras, una en la fase aguda de la enfermedad y la otra en
el periodo convaleciente, con un minimo de 3 semanas de
diferencia, con el fin de detectar el aumento del titulo de
anticuerpos por sobre 4 veces. No es de utilidad clinica, pero
es (til en estudios de seroprevalencia como diagndstico
retrospectivo. Se realiza en pocos laboratorios y la técnica
més sensible es la inhibicién de la hemaglutinacion(! ). Durante
el periodo de epidemia, el diagndstico de infeccién por virus
influenza puede realizarse sobre la base del cuadro clinico
sugerente (fiebre, mialgias, cefalea, odinofagia, tos). Sin
embargo, como los sintomas no son exclusivos de esta
enfermedad, en ocasiones es necesario recurrir a técnicas
de laboratorio, cuyo resultado -como en todo examen- debe
evaluarse en conjunto con la sintomatologfa del paciente.

La existencia del virus influenza se conoce desde hace largo
tiempo Y, sin embargo, sigue ofreciendo interesantes desafios
a nivel médico y cientifico, debido especialmente a su gran

variabilidad, siendo necesario vigilar en forma constante y a
nivel mundial las cepas circulantes y sus caracteristicas pato-
génicas.
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