ENCUESTA SEROLOGICA CONTRA 1.OS VIRUS DE LA
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Estudios en la Poblacion de Lima Metropolitana

1959-1960
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El problemao de la influenza es d:z interés mundial, debido a su na-
turaleza aliamente infecciosa y a su capacidad de producir muiaciones
rapidas, lo que hace que la inmunidad sea de poco valor. Es bien co-
nocida la elevada morbilidad de las epidemias producidas por la in-
flusnzo y sus posibles complicaciones, asi como el impacto que signi-
fica sobre la vida social y econémica de los paises. De aqui que sea
de permanente interés el estudio y prevencion de esta enfermedad.

La influznza, por su alto grado de infectividad y exiraordinario po-
der de diseminacion, que alcanza, casi simulténeamente, la gran masa
de la poblacién, es un problema sanitario complejo que, pesz a su ba-
ja lelalidod, exige la aplicacion de medidas excepcionalzs de emer-
gencia. El efecto perturbador socio-economico de una epidemia de
influenza causa serios perjuicios a un pais, los cucles son mds acen-
tuodos cuanto mayor sza la virulencia del agente causal y mayor la
‘recuencia de las complicaciones.

No existen recursos suficientemente eficaces que impidan o deten-
can el avance de una epidemia d: influenza. La vacuna especifica,
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preparoda con cepas de virus cuya estructura aniigenica sea similar
al qua causa la epidemia, seria el Unico recurso de proteccién, pero la
inmunizocién de loda una poblacién, requiere la produccion de vacuna
y su administracién con la anticipacion suficiente, lo que dificilmente
vuede ser alcanzado aun por los paises mejor dotados. La cantidad de
vacuna que puede ser producida, serd enlonces empleada de preferen-
cia en la inmunizacién de grupos humanos que por la indols de sus
funciones son de mayor interés para la colectividad. Por lo tanto, la
Epidemiolegicr vy lo Salubridad son los métodos de lucha fundamental;
la educacién sanitaria de la poblacion, encaigada a los Organos de
Salud Publica, es sin duda una de sus grandes tareas, que se comple-
menta con la obligacién de plonear y ejecutar las encuesias epide-
rnioldgicas en forma sistemdiica y su razonable utilizacion.

Desde 1947, la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) est&
empenada en expandir y perfeccionar un programa de colaboracion
internacional para el control de la influenza. Este programa se propo-
ne recoger informacién epidemioldogica de todas opartes del mundo vy
divulgarlas cuonto antes; tratla de descubrir varianles nuevas de vi-
rus de influenza polencialmente peligrosas; proporciona a los labora-
{orios industriales, cepas de las nuevas variantes antigénicas recién
aisladas para incluirlas en la producciéon de vacunas y ditfunds nor-
mas técnicas, prototipos de virus y sueros patrones que son de enor-
me ulilidad en la estandarizacion y simplificacién de los métodos de
diagnodstico e investigacién en influenza.

Para cumplir estos ccmetidos existe en el momento un “Ceniro In-
lernacional de Influenza’” en Londres, y otro en Alabama, U. S. A., que
i~abajan en estrecha cocoperacion; ademds, repatridos en ledo el mun-
do hay una cadena de psquenos "Ceniros Regionales™” gue iienen por
objelo estar atentos a nuevos brotes de Influenza e informar inmedia-
tamente de sus hallczgos a los Centros Principales. En el Per(l preten-
demos constituir un Czntro de Influenza Regional gue lenga por obie-
to el estudio de esla enfermedad en nuestro medio y que, trabajando
en estrecha colaboracion con el centro de Alabama y con los Organis-
mcs respectivos del Ministerio de Salud Publica, realice programas de
Investigacidn que beneficien o todo el pais.

La OMS obiluvo en la Ultima epidemia de 1957 una gran victoria,
al anunciar en Mayo de ese afio la epidemia en el Lejano Orienle y
proveer de cepas dz la nueva variante a los Laboralorios Regionales
ocre su es'uclic y la precaracidén vacunas, con los cuaies se eviié, se-
guramente una incidencia mayor.
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La infeccion en el hombre con =zl virus dz !a Influenza es seguida
por la produccion de anticuerpos y por lo lanlo se adquiere inmumdad,
aungue sdlo temporal; los anlicuerpos desarrollados permanecen inde-
finidamenle, si bien con una marcada dechnacién d:= los niveles pri-
marios de convalescencia, toles anticuerpos son relativamenle cepa-es-
pecificos y son mulliples vy vanades, lo que esid de ocuerdo a la ex-
periencia vivida v a la capacidad anligénica de los virus responsacbles;
esto quiere decir que los individuos de distintas edades pressnlarion
dishintos anticuerpos que reflejon la naturaleza de los virus o los que
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[ueron expuestos en algun momenlo de su vida. Po: otra parle, hay una
relacion antigénica entre los virus predominantes en los Ultimos anos,
cor: aguellos gque se preseniaren en ancs anlerjores, asl se sefala que
el virus de influenza de la epidemia de 1932 es antigénicamente seme-
jante al que se preseniara en el ano 1818, y mds recieniemente Mul-
der (1957) en Holanda, sswudiando sueros de vocientes de més de 70
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anos, sugisre que el virus dominante en la epidemia de 1889-90, tam-
bién de origen asidtico, deberia contener antigenos cormunes al del
A Jap/S7 como fue verificado seroldgicamente por él. Este hecho es
de enorme interés, puss bien explorado experimentalmente pudie:a
constituir el primer ejemplo de reversion antigénica, lo que todavia no
fue constatado ¢on ninguna de las variantes de virus de Influenza A
conocidas desde 1933; o también pudiera szr el punio de parlida para
inveshgaciones sobre la exsiencia de algin rese:vorio natural de la
fauna asidtica o en el propio hombre, desde que se acredita que una
fase resistente del virus pueda coexistir con el estado inmune, sin al-
teraciones de su composicidn antigénica fase Q de Vander Vee y Mul-
der).

Teniendo en cuenta estas consideraciones el Dplo. de Epidemiolo-
gia del Ministerio ds Salud Publica y Asistencia Social y la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos por su
Departamento de Microbiologia, Seccién Virus, convinieron en llevar
o cabo, mencomunadamente, una encuesia serolégica ae la Influenza,
en Lima Metropolitana, ya que el examen de las muestras de suero de
diferertes grupoes etareos de la poblacion permitiria invesiigar lo pre-
sencia de articuerpos contra los virus de la Influenza y mediante ellos
poder inlerpretar restrospectivamenle la prevalencia de esta enferme-
dad en nuesira poblacion, es decir, la ocurrencia pasada de un virus
parlicular en dicho grupo humano vy, en un sentido predichvo para
evaluar o apreciar la probable ocurrencia fulura de determinado virus
en la poblacién. Esios estudios son de gran valor, pues nos serviran
para eslar preparados y alertados para cualguier epidemia que pudie-
ra venir en el futuro.

Este informe sumariza e inlerpreta los hallazgos de un estudio para
medir el espectro de anticuerpos, de acuerdo a la edad, en la pobla-
cién de Lima, para seis virus de los tipos A vy B, que representan anti-
génicamente la mayoria de los virus de Influenza conocidos hasta el
presente.

MATERIAL Y METODOS

Se estimé, a priori, una muesira minima equivalznte al 1% de la
poblacién metropolilang, distribuida por edades enire | v 98 afios, re-
portida en diferentes ssctores de Lima Metropoli y para ambos sexos.
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Fuercn obtenidos un total de 1,276 sueros disiribuidos en lo siguien-
e forma:

Sexo N¢ Porcentaje
Masculino .. ... . ... 729 57%
Femenino ................... 547 43%,

Edades: 1 a 4 anos 26 muestiras por ano 126

5739 » 99 v . " 700
40" 69 7 10 " » " 300
70 1 99 » 5 13 ” » 150

Se deja constancia que en este estudio, a pesar de estar obviamen-
le considerada como importante, no se tomé en cusnia las edades me-
nores de | ano, porque se estimé existieran dificultades en consequirla.

El total corresponde o grupos de personas de sexo, edad y ocu-
pacién diferentes v procedentes de diversas zonas de la poblacidon de
Lima. (Tabla N9 1).

Tabla N° 1. Encuesta Serolégica de Influenza. Nimere Total de sueros por
Instituciones. Lima Metropoli, Octubre-Diciembre 1959

Instituciones N¢ de muestras
Centros Materno-Infantiles y Cunas Maternales .... 125
Colegios y Escuelas ... ... . i, 287
Unidades de Salud ....... ... ity 232
DiSpensarios ... 174
Asilos de ANCIanoS ...t e 263
Lab. Dpto. Epidemiologia ........................ 10
Cuartel Guardia Republicana ...................... 7
D 0F 13 U Y- 52
Distrito Fray Martin de Porres ................... 56

Total 1276

Los resultados se refieren a un total d= 1,182 muesiras procesadas.
Se perdid 94 muestras.

Se tomd una muesira Unica de 5ml., de sangre venosa de cada
una de las 1,276 personas examinadas, en el periodo dz octubre a di-
clembre de 1959.
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Los sueros fueron titulados por el contenido de anticuerpos inhibi-
dores de la Hemaglutinacion usando ta técnica de la Rockefellz: Foun-
dation Virus Lab. 1955 que emplea gldbulos rojos de gallo. Todos los
titulos estdn expresados en promedios geométricos a la dilucidn inicial
de suero.

Se usd placas de pldastico transparentz con excavaciones de 1 ml.
de capacidad *. lo que substituye con ventaja a los tubos de hemdlisis.

Con el objeto de remover los inhibidores inespecificos los sueros
fueron tratados por la técnica del Periodaio de Potasio, es decir: un
volumen de suero inactivado a 56° C por 30 minutos era mezclado con
dos volimenes de una solucion M 80 de periodato de potasio de peso
molecular 230.02, recientements preparada sin calentamiento. Dejébase
la mezcla en refrigeracion por un periodo de 12 a 18 horas. Adiciona-
base después dos volumenes de una solucién de Glicerina al 1% de
Sol. fisiologica. Luego agregdbasa solucion tamponada (BSB) hasta
completar la dilucién ol 1:10. Quedaba pues asi cada suero diluido al
1:10 y a partir de esta primera dilucién se hacian las siguientes.

Tabla N? 2. Cepas de virus prototipos usados en los tests

Familia Epoca de Pre- Prototipo de Afio en que fue
Tipo Subgrupo valencia cepa usada descubierto

A Swine 2 -1928 - ? A-Swine-1876-30 1930
A PR 8 1934-46 A-PR8-34 1934
A A’-FM1-47 1946-51 A-FM1-47 1947
A Duch-56 1956-Presente A-Denver-10-57 1957
A Asian 1957-Presente A-Japan-305-57 1957
B Great

Lakes’54 1954-Presente B-GL-54 1954

Todos los sueros fueron guardados en refiigeracion a -20° C por un
periodo de seis messs antes de ser procesados.
Las cepas de virus empleadas en los tests fueron enviados por el

Comunicable Disease Center de Alabama, U. S. A. y son descritas
en la tabla N° 2.

Haemagglutination Plats, Prestware Ltd., London.
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En primsr término tituldbamos la actividad hemaglulinante de las
cepas de virus usando la siguienie {écnica: ) haciamos diluciones su-
cesivas a partir de 1:10 de los seis antigenos con solucién BSB; b)
adiciondbase volumen igual de hematies de gallo diluido al 0,25% en
BSB “; c¢) después dz dejor 1%z horas a temperatura ambienie se
electuaba la lectura. Calculdbose entonces la dilucién del untigeno pa-
ra ser usada en el lest de inhibicién y que deberia contenzr 4 unida-
des (CCA) en un volumen de 0.2 ml

Las lecturas de la actividad hemaglutinante vy de la inhibicion res-
pectiva se hicisron siguiendo el molde cldsico (Chanock & Sabin, 1953):
aglutinacion comrcgleta 4, aglutinacién incomgleta (4 ) ligera agluti-
nacién =y ninguna aglutinacién: 0.

RESULTADOS

En las Gralicas del 1 al 6, se muestra la incidencia por edades de
los titulos de anticue:pos inhibidores de hemaglutinacién expresados
en promedios gzométricos contra los diferentes virus utilizados en esta
encuesta. En la parte superior esian expresadcs los porcentajes res-
pectives.

La suspension de hematies de gallo era preparada del siguiente
modo: la sangre obtenida por puncidon cardiaca era recibida directamente en
la solucién de Alsever en la proporcién de 1:4 y conservado cn refrigeracion
a 4°C. Por ocasidon del uso, un determinado volumen era centrifugado y los
glébulos lavados con salina por 3 a 4 veces. Después del ultimo lavado la
suspension de gldbulos rojos era trasvasada para un tubo de centrifuga gra-
duado, procediendo entonces a centrifugar por 6 minutos a 1,800 r.p.m. Pi-
peteado cuidadosamente el sobrenadante y leido el volumen de hematies
depositado, adicionabase la cantidad de salina necesaria para ser obtenida
una suspensién de globulos al 10%. De esta suspension preparabase con
BSB una suspension al 0.25% que era ajustada por turbidimetria y asi usa-
da en el test.
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Distribucidén de anticuerpos de acuerdo a la edad conira virus proloti-
pos de Influenza A, tipos Swine y PRS.

En la figura N¢ 7 se muesira la disiribucién de anticuerpos espe-
cificos para las cepas Swine (1930) y PR8 (1924), de acuerdo a la
edad; los cuales estdn expresados en promedios geoméiricos de titu-
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los de anlicuerpos inhibidores de la hemaglutinacién y como gorcen-
taje de sueros que tienen anticuerpos al nivel dz 1:10 o més; ademds,
lambién se muesira los nimeros de suercs probadns por grupos de eda-
des. Como ha sido demostrado en encuestas realizadas en oliros pai-
ses se nota claramente los titulos bajos de anticuzrpos contra estas ce-
pas, sobre todo contra la cepa Swine, en el grupo de personas jévenes
Gue nacieron o posterjori a los anos de prevalencia epidémica dz las
cepas Swine y PR8, El titulo mdximo de anticuerpos inhibidores de
la hemaglutinacidn conira virus Swine se ve qua coincide en personds
comprendidas entre los 85 a 59 afics de edad, o sea los que nacieron
entre los anos 1899 v 1905 y en cuya juventud sucedié la pandemia de
1918-1919. Los titulos més altos de anlicuerpos contra el virus PR8 se
encuentra entre las personas de 35 a 39 cios, las cuales nacieron entre
el periodo de 1924-1928 v en cuya ninez ocurridé la prevalencia epidé-
mica del PR8. Ahora bien, la curva de los porcentajes de incidencia
nos muestra que la prevalencia estd entre lcs personas de 25 a 29 afios.
Aunque es evidenie la difsrencia edod-especifica en la curva del pro-
medio geométrico de tltulos de anticuerpos, la mayoria de las perso-
nas examinadas tenian anticuerpos contra ambpas cepas de virus en
titulos de 1:10 o mdas. Claro estd que muchas dz estas personas, sobre
todo aquellas con titule muy bajo y de edades pos:eriores a la de la
epidemia producida por eslos virus pueden reflejar, no la presencia de
anticuerpos especificos, pero si la presencia de parcelas anligénicas
comunes y por tanto estdn dando reacciones de inhibicidn cruzada.

Distribucion de anticuerpos de acuerdo a la edad contra virus prototi-
pos de Influenza A: FM!, Denver y Japan 305-57.

La curva de la media geoméirica de anticuerpos contra la cepa
FMI, muestra una definida prevalencia entie los grupos jévenes, es-
pecialmente incide en el grupo de personas entre los 10 v 19 afios, co-
rrespondiendo a los grupos de "edad de chogue” quz recibié el impac-
to de la epidemia producida por este virus.

Es interesante anolar que las orientacicnes de los curvas de los
promedios de titulos de anticuerpos para los virus Japan 305-57 y Den-
ver corren paralelos cuando se comparan los grupos jovenes, en los cua-
les incide preferencialmente. Lo curva de anticuerpos para el Japan-
305, muestra su ocurrencia mayor para los grupos de | a 9 afios, sien-
do mds notoria esta apreciacién para el Denver, aunque es forzoso ad-
mitir que los titulos son menores. Indudablemente comprobamos la
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ocurrencia recientz de estas epidemias, que eslén marcando, por asi
decirlo, los grupcs mds jovenes de nuestra poblacién. Podemos apre-
ciar también la ocurrencia de titulos bajos de la poblacidn de edades
mayores.

Distribucién de aniicuerpos de acuerdo a la edad contra virus protoli-
po de Influsnza B: B-GI1-1954.

En la figura N°® 6, podemos apreciar en la primera pa:te de la cur-
va que los titulos de anticuerpos parece seguir el molde observado por
otros investigadores (Hilleman y col.). Se aprecia titulos inicialss ba-
jos en los grupos de 1 a 9 ahos, para alcanzar su climax en el grupo
de 10 a 14 anos que se mantiene fugazmenle y luego se observa una
declinacion mds o menos marcada, obszrvandose finalmente una ten-
dencia a los titulos allos ofra vez en los grupos de 60 aflos o mds; pa-
receria que la poblacién examinada (de edad avanzada) hubiera so-
portado una doble onda epidémica por el mismo virus.

DISCUSICN

El hecho de que en la época en qus se realizd este estudio no exis-
tian irabajos sobre serologia en Influenza en nuestro medio, molivd,
ademds de los facteres ya senalados en la Infroduccién, esta investi-
gacidn, como un aporte al conccimiento de esta enfermedad en el pais.

Dadas las caracteristicas epidemioldgicas de esta enfermedad, se
considerd gue una muestra de sangre tomada o priori para las dife-
rentes edades y ambos sexo0s, equivalente al uno por mil de la pobla-
ciéon metropolitana, seria apropiada para los fines de esta invesliga-
cién; ademds, las muestras fueron adecuadamente obtenidas de los di-
ferentes sectlores y estamos seguros que los resultados son bastante
representativos, aunque opinamos que deben ser complementados con
esudios posteriores en base a estos hallazgos.

Si bien la téenica de fijacion ds complementio es mucho mas es-
recifica que la técnica de inhibicidn de la hemaglutinacién para esta
clase de estudios seroldgicos, sin embargo preferimos esta ultima por-
quz se conoce que los titulos de anlicuerpos fijadores de complemento
son bajos y de relativamente poca duracidn, a dilerencia de los titu-
los de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién que son mdés al-
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tos y mds persistentes, lo que estaba mds de acuerdo con la indole d=
nueslro rabajo y también porque las técnicas de fijacion de comple-
mento son mds complicadas y mds costosas.

Las cepas de virus utilizadas, si bien no son todas las encontra-
das hasta el momento, sin embargo rzpresentan antigénicamente to-
das las cepas de virus de Influenza contempordneos v de épccas pre-
vias, y no miden, por lo tanto, el especiro de anticuerpos de acuerde a
la edad en la poblacién humana.

Los rzsullados obtenidos nos demuesiran que la poblaccion estu-
dioda presenia anticuerpos contra todas las cepas de virus utilizados;
dadas las caracteristicas de las muestras, que la estimamos represen-
tativos de la poblacidn, consideramos la posibilidad de que, en gene-
ral, suceda lo mismo con la poblacidén no estudiada, es decir, de que
la Influenza como enfermedad siempre estuvo presente en nuestro
medio.

Se confirma, al igual gque en otros paises, que las epidemias ocu-
rridas en el pasado en otras regiones del Globs, también estuvieron
presentes en el Perl y, algo mdas, los titulos elevados de antizuerpos
en relacion a las edades de las personas estudiadas, guardan relacién
con la agaricién cronoldgica de dichas epidemius producidas por los
virus de Influznza correspondientes; asi, por ejemplo, los virus de In-
fluenza de la epidemia Ultima de 1957 que corresponde a la cepa Ja-
pan/305. 57, da los titulos de anticuerpos mas slevados en personas
de edad temprana entre 1 y 9 afios, precisamznte aquellos que sopor-
taron por primera vez el impacto de este virus el afo 1957.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los autores presentan un trabajo en relacién al problema de In-
fluenza, estudiado desde el punio de wvista seroldgico.

Se llevd a cabo en el afio 1959-60 una encuesia seroldgica contra
virus de Influenza, en 1276 versonas de ambos sexos, cuyas edades
fluctearon entre uno y 99 afios.

A los problemas propiamente médicos que produce la Influenza,
hay que considerar los serics trastornos socio-econdmicos que son pro-
vocados por las epidemias de estos virus; esto hace que el esludio de
esta virosis sea de interés mundial y por lo tanto se puntualiza la im-
portancia y los objelivos que nos llevarcn a realizar el presente tra-
bajo.
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Se emplearon las cepas de virus:

A-Swine-1876-30
A-PR8-34
A’FM1-47
A-Denver-1°-57
A-Japan-305-37

B-GL-54

Utilizando el tesl de inhibicién de hemaglutinacién. Se describe
el material y métodos quz fueron empleados.

El trabajo realizado indica que hay una alta prevalencia de In-
fluenza en el medio estudiado en relacion o los anticuerpos demos-
trados.

Se observd que la distribucién de anticuerpos contra las distintas
cepas empleadas, tomando en cuenta distintos grupos de edad, coin-
cide con los hallazgos de otros pajses.

Los titulos mds elevados de anticuerpos inhibidores de hemagluti-
nacién contra un virus determinado, se encontraron en aquellas perso-
nas que tenian pocos anos de edad en el momento en que se presen-
taron las epidemias de los virus correspondientes.

Se demostrd que el test de inhibicién de la hemaglutinacién es una
técnica sencilla y de bajo costo v que puede ser llevada a cabo en es-
tuidos epidemioldgicos en gran escala, ayudando a conccer el estado
inmunitario de una poblacién.

Se sericla la necesidad de lener servicios epidemiclégicos que ob-
ssrven, estudien e investiguen permanentemente el problema desde
sus diferentes aspecios, para lo cual es indispensable contar con efi-
cientes servicios de laboraiorio, que permitan conocer constantemente
la prevalencia de los virus y su dzteccidn precoz en los brotes epidé-
micos.
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