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Resumen

Con € propdsitode promover |a interaccion entre
investigadoresen epidemiologia y virologia se realizd
untaller sobre epidemiologia molecular de virusen la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México e 29 de septiembrede 1995. En
este taller, en e que participaron 18 ponentes de 10
institucionesdiferentes, |osinvestigadores presentaron
sus trabajos y experiencias en esta &rea. Durante e
taller se hizo un andlisis somero de la frecuencia y
distribucién de las enfermedades virales de impor-
tancia epidemioldgica y se presentaron trabajos
sobre: rotavirus, poliovirus, virus sincitial respira-
torio, virus del dengue, papilomavirus, VZH virus de
la rabia y virus de las hepatitis.

Palabras clave: Taller enfermedades virales, epide-
miologia molecular

Introduccion

Laepidemiologiaha sidoun factor determinante
para el control de las enfermedades infecciosas,
graciasal conocimientodelospatronesy los meca-
nismos de transmision de los agentes patdgenos.
En el caso de las enfermedadesvirales es particu-
larmente importante comprender los mecanismos
de diseminacién del agente infeccioso en la pobla-
cion, yaque nuestrasprincipaleslineas de defensa
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Summary

A workshop on viral epidemiology was held on
September 29, 1995 at the Medical School of the
Universidad Nacional Auténomade Mexico. Theaimaf
thisworkshopwas to promote interactionamong scientists
workinginviral epidemiology. Eighteen scientists from
ten institutions presented their experiences and work.
General aspects of theepidemiology of meaningful viral
diseases in the country were discussed, and lectures
presentedonthereta, polio, respiratory syncytial, dengue,
papiloma, rabies, VIH and hepatitis viruses.

Key words: Workshop on viral diseases/ Molecular
epidemiology

son la prevencién de la infecciény el mantenimien-
to de niveles altosde inmunidad tanto en las comu-
nidades como en los individuos. De hecho, la inte-
graciénde programas de inmunizaciéncon progra-
mas de vigilancia epidemiolégica adecuados ha
sidolaclave parael control de muchas enfermeda-
des virales.’?

Ahorabien, laaplicaciénde métodos moleculares
le ha dado una nueva dimensién a la vigilancia
epidemiolégica de virus. Muchas preguntas impor-
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tantes que antes eran dificilesde resolver se pue-
den ahora contestar de manera inequivoca utili-
zando herramientas moleculares. Por ejemplo, se
puede establecer de manera clara la asociacion
entreinfecciény presencia oausencia de sintomas
parauna variante de un virus particular; se pueden
estudiar los patrones de transmision; se pueden
identificar los huéspedes o los nichos ecoldgicos
que sirven como reservorios; se puede establecer
la importancia de las variantes de un virus en la
endemicidad y epidemicidad de la enfermedad; y
en evaluar elimpacto de los programas de vacuna-
cién, monitoreando la desaparicién de variantes
virales particulares.'®

La epidemiologia molecular se fundamenta en
lavariabilidad genética de los agentes infecciosos,
y en este sentido las aplicaciones mas poderosas
estan sin duda alguna en la virologia. Esto es la
consecuencia,comomencionanKewandNathanson,®
de varias de las propiedades basicas de los virus.
En primer lugar, los tiempos de replicacion de los
virus son tipicamente muy cortos, de tal manera
que las poblaciones virales pueden aumentar de
manerarapidaenun huesped, y silas condiciones
favorecen la transmision eficiente del virus a otros
individuos, unavarianteviral puede expandersede
maneraexplosivaenunos cuantosdias.En segun-
do lugar, las polimerasas que llevan a cabo la
replicacién del genoma de virus de RNA y de
retrovirustienenfrecuencias de error muy altas,* lo
que da lugar a que las poblaciones de estos virus
consistan de una amplia coleccién de variantes
distribuidos alrededor de una secuencia genémica
consenso. Tercero, las condiciones cambiantes
del medio ambiente, tales como la dindmica de la
respuestainmune en los individuos o la disponibi-
lidadde nuevas especies que sirvan como huéspe-
des, pueden dirigir a los virus hacia una evolucion
rapida. Cuarto,lamigraciéngeogréaficadeloshués-
pedes humanos y animales puede facilitar la am-
pliadiseminacionde los agentesvirales.Por dltimo
el pequefiotamafiode losgenomasvirales permite
sucaracterizacion detalladapor mediode unagran
variedad de métodos analiticos'®.

Por las razones antes mencionadas, es claro
que la epidemiologia molecular de virus es un area
que debe ser desarrollada para contender de ma-
nera mas efectiva tanto con los virus que nos son
ya familiares, como con aquellos que puedan apa-
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recer o reaparecer en el futuro, y que han sido
descritos por Joshualederberg, quizads de manera
no exagerada, como los Unicos competidores rea-
les de la raza humana en el dominio de este
planeta.®

En el andlisis de la frecuenciay distribucion se
plante6 el cambio del patrén epidemiol6gico de
algunas de las enfermedades virales previsibles
convacunasy que han sido dominadaso estanen
proceso de eliminacion o control, como es el caso
delavirueladelaque se halogradosu erradicacion
mundial (Gltimocasoen Merka, Somalia,en 1987);%
delapoliomielitisquehasidoeliminadade América
(Gltimo caso en Junin, Pert, en 1993)'?y en futuro
cercanode todo el mundo; del sarampiénel cual es
probable que se elimine antes del afio 2000 si se
cumple el objetivo del programa correspondiente;
ydelafiebreamarilla, de lacual apesardeseguirse
manifestando en brotes y epidemias en regiones
selvaticas de Américadel Surtransmitidapor mos-
quitos del género Haemagogus, es de facil control
en areas urbanas con el uso de la vacuna, no
obstante que puedan existir densidades altas del
vector Aedes aegypti.”® Sin embargo, alun persis-
ten desafios no resueltos de enfermedades para
las cuales, a pesar de que se han desarrollado
inmundégenos efectivos, éstos no hansido incorpo-
rados a programas rutinarios de vacunacién uni-
versal o solo estan accesibles a una minoria de la
poblacién,y por supuesto, el desafiotambién existe
paraelcontrolde lasenfermedadespardascuales
no se handesarrolladotodaviavacunasefectivas.',"

Dentro de los retos importantesa enfrentar esta
el virus del dengue,'** donde un alto nimero de
personas en las zonas de riesgo han sido ya
infectadas una vez y estan en posibilidad de ser
reinfectadas por virus de un serotipo diferente, lo
cual como se sabe aumenta el riesgo de cursar
como dengue hemorragico. En particular, es pre-
ocupante la reciente llegada del dengue serotipo 3
anuestro pais, el cualhabia estadoausente enlos
ultimos afios. Otro motivo de preocupaciénson los
virus respiratorios, los cuales apesar de no existir
estudios epidemiol6gicos amplios y detallados,
tienen sin duda alguna un peso especifico impor-
tante en los indices de morbilidad y mortalidad,
particularmente en la poblacién infantil, en la que
sobresalen los virus sincitial respiratorio y parain-
fluenza 3;'* el VI,%'°donde las cifrasde prevalencia
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enlaciudad de México sonya, tan o mas altas que
enotrasgrandesciudadesjncluyendoNueva York,
Miami, Los Angelesy Rio de Janeiro; los rotavirus,
importantes agentes etioldgicos de las gastroen-
teritis infantiles,"? cuya frecuencia de infeccion se
ha mantenido aun después del particular esfuerzo
desarrollado para controlar las enfermedades
diarréicasiniciado con la llegada del célera a Méxi-
co. La estabilidad en la frecuencia de infeccién por
rotavirus contrasta con la marcada reduccion en
las diarreas de origen bacteriano logradaal mejo-
rar las condiciones sanitarias generales, lo que
sugiere que parareducir lamorbilidad y mortalidad
causadapor estos virus tendré que implementarse
un programa de vacunacién especifico.”" Otros
problemas importantes son los papilomavirus,
causa frecuente de cancer cérvico uterino en las
mujeres mexicanas; la rabia humana y animal,"
misma que es todaviaazote en Américalatina; los
virus de la hepatitis, que siguen siendo un proble-
ma importante de salud'?y de los que se conoce
muy poco de sus caracteristicas epidemiol6gicas
en nuestro pais. Ademés de estas enfermedades,
hay todavia otras localizadas a nichos ecol6gicos
particularesen América, comolasfiebreshemorra-
gicas causadas por hantavirus en los Estados
Unidos, o por los arenavirus de Juninen Argentina
y de Machupo en Bolivia,'? o a nichos ecol6gicos
en otra partes del mundo, como los recientes
episodios de fiebre hemorragica por filovirus en
Africa (causados por el virus Ebola), as{ como
enfermedades de las cuales hay muy poca infor-
macién y que pudieran tener una presencia rele-
vante en México y América Latina, como son las
encefalitis de origen viral, los virus lentos, los
priones, etc."?). Todas estas enfermedades signi-
fican retos y a la vez oportunidades de investiga-
cion paraidentificar y modificar factores de riesgo,
entender las enfermedadesen los individuos y en
las poblacionesy parael desarrollo tecnolégico de
proteccion.’s

Para algunas de las enfermedades virales ya
mencionadas el reto principal de los paises en
desarrollo, es proporcionar las condiciones ade-
cuadasde saneamientobasicoy delavivienda, asi
como mejorar lahigiene de lapoblaciénpor medio
de la elevacion del nivel educativo. Sin embargo,
para muchas otras la Unica defensa que tenemos
es entender los diversos aspectos de la
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epidemiologiade los virus lo mejor posible y desa-

rrollar medidas preventivas.'.

Resultados

A continuacion resumiremos los aspectos rele-
vantes de las presentaciones llevadas a cabo du-
rante eltaller. Los doctores Carlos Arias del Institu-
to de Biotecnologia de la UNAM y Juan Calva del
Instituto Nacional de la Nutricién, presentaron re-
sultados preliminares de un estudio que llevan a
cabo sobre la epidemiologia molecular de los
rotavirus, en colaboracién con investigadores del
Hospital Infantil de México, del Instituto Mexicano
del Seguro Social y de las Universidades de
Yucatan, Nuevo Ledny San Luis Potosi. Para este
estudio se colectaron muestras de heces fecales
de nifios menores de dos afios con diarrea aguda
y sin diarrea, en seis diferentes localidades del
pais. 53% de las muestras diarréicas fue positiva
pararotavirus, mientras que el 7% de las muestras
control presentd este agente. La caracterizacion
con anticuerpos monoclonalesde las proteinas de
superficie del virus, asi como con el método de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de
los genes de estas proteinas, indicaron que las
cepas circulantes presentan una variabilidadma-
yor a la esperada. Queda por determinarse el
significado de la variabilidad encontrada, en térmi-
nos de inducciénde inmunidadprotectora.

La maestra en ciencias Herlinda Garcia del
Instituto Nacional de Diagndsticoy Referencia Epi-
demioldgicos (INDRE) present6 los datos sobre
frecuencias de aislamiento de rotavirus en mues-
tras de nifios con diarrea obtenidas en clinicas
ubicadas en varios estados de la Republica, inclu-
yendo Veracruz, Nuevo Le6n, Puebla, Michoacan
y Tamaulipas, habiendo encontrado frecuencias
que variaronentre el 35y 75%. En el diagnésticoy
caracterizacion de las muestras utilizé el sistema
de rotaforesis, que se basa en la deteccion del
genoma de los rotavirus (compuesto por once
segmentos de RNA doble cadena) en geles de
poliacrilamida. Este método, que fue uno de los
primerosempleadosparaestudiarlaepidemiologia
de los virus a nivel molecular, permite la distincion
de variantes. El serotipo de la proteina VP7 de
estos virus esta siendo determinado por PCR.
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La primeravacunacontrarotavirus esta a punto
de ser autorizadapara su uso en infantes por parte
de las autoridades de los Estados Unidos, y en
México existe el interés por determinar su utilidad.
En este sentido, la informacion obtenida en el tipo
de estudiosdescritosanteriormenteseraclavepara
evaluar de manera objetivael éxito o fracaso que
se obtenga con ésta o0 con otras vacunas contra
rotavirus que se prueben en nuestro pais en el
futuro.

Eldoctor Fernando Puertopresentdun proyecto
sobre el dengue en el Estado de Yucatan que se
realizaen el Centro de Investigaciones Regionales
doctor Hideyo Noguchi de la Universidad de
Yucatan.Eltrabajoes multidisciplinarioycompren-
de variospuntos de vista, entre otros, social, clini-
co, epidemiolégicoy entomoldgico. Los resultados
obtenidos en este estudio han permitido identificar
los factores de riesgo en la transmision de la
enfermedad, favoreciendo la implementacion de
medidas para el control del vector, asi como el
aislamiento e identificacion de los diferentes
serotipos del virus que circulan en la regién. Los
resultados obtenidos en este estudio han sido
considerados en el disefio de las campafias de
prevencion contra el dengue que se llevan a cabo
en el Estado. Las cepas delvirus que hancirculado
enlos seis Ultimos afios en Yucatan se encuentran
almacenadas para su futura caracterizacion por
métodos moleculares. Su tipificacion por estos
métodos, sin la necesidad del previo aislamiento
del virus en cultivo de células, sera de gran valor
préctico paralavigilancia epidemiolégicadel virus.

El doctor Celso Ramos, del Centro de Investiga-
cion sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto
Nacional de Salud Publica hablé sobrelosresulta-
dos que han obtenido en su grupo respecto a
infecciones por flavivirus que afectan al sistema
nervioso central. De manera particular sobre la
neuropatologia en las infecciones por dengue y
sobre laimportanciadelos niveles deinterleucinas
y otras citocinas en la severidad de la infeccién.

El maestro en ciencias José Carmen Gudifio
present6 el trabajo que realizan en el INDRE en
relacién al aislamiento y la identificacion de los
subtipos de VIH circulantes en el pais. A través de
la secuenciacion de un fragmento del gene que
codificapor laproteinagpl20 del virus y del analisis
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delasmuestraspor PCR y electroforesisde hetero-
duplex, las cepas aisladas en México se han clasi-
ficado tentativamente como pertenecientes al
subtipo B.

Sobre rabia hablé el doctor Juan Antonio
Montafio de la Facultad de Veterinariay Zootecnia
de la UNAM. Su ponenciavers6 sobre la distribu-
cion de lainfeccién a nivel mundial asi como de los
diferentes serotipos circulantes. Discutié los ciclos
de transmision de la rabia y los hallazgos en
estudios epidemioldgicos donde se han caracteri-
zado las cepas de este virus mediante el uso de
anticuerpos monoclonales. Estudios similares es-
tan planeados a llevarse a cabo en México, com-
plementando el uso de anticuerpos monoclonales,
con el andlisis de regiones hipervariables del
genoma del virus usando la técnica de PCR y
digestién con enzimas de restriccion.

El doctor Guillermo Vazquez del Hospital Siglo
XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social pre-
sentd los resultados obtenidosen un estudio sobre
la prevalencia del virus sincitial respiratorio en
pacientes con infeccion de las vias respiratorias
bajas en una comunidad de Tlaxcala. Sus resulta-
dos sugieren que la frecuencia de infeccion por
bacteriasfue baja, mientras que en el 24% de los
pacientes se identificé el virus sincitial respiratorio
por inmunofluorescencia de exudados nasofarin-
geos. Los virus colectados no hansido caracteriza-
dos de manera més detallada.

Sobre la detecciéndel virus sincitial respiratorio
por la técnica de PCR habl6 la doctora Beatriz
Goémez, de la Facultad de Medicina de la UNAM,
quien describié una técnica que permite simulta-
neamenteidentificaryclasificaral virus en subtipos,
atravésdela determinaciondel polimorfismo enla
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)
del DNA viral amplificado por RT-PCR. Este méto-
do se fundamenta en las secuencias reportadas
paralasproteinas Fy G delvirus, en las diferencias
gue existen entre estas proteinas en los distintos
tipos y subtipos virales, y en el hecho de que los
genes que codificanpor dichas proteinas son con-
tiguos en el genoma del virus. Actualmente en el
laboratorio de la doctora Gomez se esté utilizando
esta técnicaparatipificar aisladosdel virus sincitial
respiratorio que se tienen en el acervo de su labo-
ratorio. Las perspectivasde este trabajoson carac-
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terizar a través de este método un niimero mayor
de aislados que puedan dar unavisién representa-
tiva de las cepas que circulan en el territorio na-
cional.

Discusién

Aungue es indudable que las herramientas
molecularesempiezana serempleadasconmayor
frecuenciaenlos estudiosepidemioldgicosennues-
tropais, se puedeapreciarde losresimenesdelas
presentacionesque la epidemiologiamolecularde
virus es todavia muy incipiente en México. Esto,
creemoses no soélo debido al problemageneral de
lalimitacion de los recursos en infragstructura que
se requieren para este tipo de estudios, sino en
particular debido a la faltade entrenamientoenlas
metodologias moleculares por parte de los
epidemidlogos,y sobre todo a los pocos investiga-
doresquesededican alavirologia,y méas especial-
mente a la virologia molecular, en nuestro pais.
Aunque el bajo nimero de investigadores es un
problema general de la ciencia en México, este
problema es particularmente agudo en el caso de
la virologia. Esto se refleja, por ejemplo, en el
ndmero de proyectos apoyadosen estaareapor el
CONACYyT durante el afio de 1995. De 230 proyec-
tos apoyados en los Comités de Salud y Ciencias
Naturales, sélo siete estuvieron relacionados con
algun aspecto del estudio de los virus, ya sea a
nivel epidemioldgico, investigacionbasicasobresu
replicacién, interaccién con la célula huésped o
patogénesis, 0 con la caracterizacion de la res-
puesta inmune en las infecciones virales. Como
punto de referenciacabemencionarqueel niimero
de proyectos apoyados para el estudio de bacte-
rias y paréasitos fue tres veces més alto.

Por otro lado, la débil respuesta de la comuni-
dad cientificadel pais ante la actual epidemia del
VIH; ante el riesgo de un brote importante de
dengue hemorragico; ante los brotes anuales de
rotavirus; y ante la presencia de virus de gran
impactoen la salud de la poblacién infantilcomo el
virus sincitial respiratorio, ha demostrado que uno
de los problemas mas severos que afronta México
en el &rea de las cienciasmicrobioldgicas es el de
la falta de un nimero adecuado de vir6logos que
seancapacesderesponderalretoque nos presen-
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tan las actuales enfermedades virales ya presen-
tesen elpais, y aquellasqueseguramentesurgiran
0 resurgiran en un futuro cercano.

Debido a estas razones, consideramos que
paraimpulsar la epidemiologia molecular de virus
en México se requiere de un programa bien esta-
blecido. con énfasis en la formacion de recursos
humanos en diversas areas de la virologia, y en la
estimulacién del contacto y la colaboracion entre
los investigadores de este campo, los cuales ade-
mas de ser escasos, se encuentran aislados en
diversas instituciones del pais. Algunas de las
actividades que ayudaran a lograr estos objetivos
serian:

1. Promoveractivamenteel estudiodelavirologia
enlosniveles delicenciaturay posgradodelas
diferentes instituciones de educacion superior
del pais, por medio de cursos, seminarios y
simposia llevados a cabo tanto por investiga-
dores nacionales como extranjeros de recono-
cida calidad.

2. Organizar cursos nacionales de entrenamien-
to enlametodologiaempleadaenla epidemio-
logia molecular de virus.

3. Organizarreuniones cientificas periédicas don-
de puedan interaccionar los investigadores y
estudiantes interesados en diversos aspectos
de la virologia.

4. Promover la elaboracién de programas espe-
cificos de apoyo a proyectos en virologia por
partedel gobiernofederaly delasinstituciones
gue dan apoyo a la cienciaen México.

Referencias

1. Nathanson N Epidemiology. En: Virology. Fields BN,
Knipe DM, Howley PM, et al. (Eds). Lippencot-Raven
Publishers. 3a. Edicién, Philadelphia, 1996, pp 151-271.

2. White DO, Fanner FJ. Medical Virology. Academic Press.
4a. Edicion New York. 1994.

3. Kew, O& N. Nathanson. Molecular epidemiology of
viruses. Sem. Virol. 1995;6:357-358.

4. Cofiin IM. Retroviridae. The virus and their replication
En: Virology. Fields BN, Knipe DM, Howley PM, etal.
(Eds). Lippencot-Raven Publishers. 3a. Edicion,
Phiiadelphia, 1996, pp 1767-1848.

5. Morse,SS. & A. Schluederberg.Emergingviruses: The
evoiution of viruses and viral diseases. J. Infect. Dis.
1990;162:1-7.

67




68

Fenner F, Henderson DA, Arita |, Jezek Z, Ladnyi ID.
Smallpox andits eradication.. WorldHealthOrganization,
Geneva, 1988.

Monath TP. The arbovirus:epidemiology and Ecology»
vols 1-5 CRC Press Boca Raton, Florida 1988.
Monath TP. Yellow fever Victor, Victoria? Conqueroe,
conquest? Epidemics and Research In the last forty
years an prospectsfor the future. Am. J Trop. Med Hyg.
1991;456:1-5.

KoffWC,Wong-Stah!F, Kennedy RC.eds. En: “Aids Research
Reviews” Vols 1 on (anually) . Dekker, New York. 1991.

10.

11

12.

13.

Jasney B AIDS: the unanswered questions. Science
1993;260:1253-64.

Kapikien AZ, Chanock RM. Rotavirus En: Virology. Fields
BN, Knipe DM, Howley PM, etal. (Eds). Lippencot-Raven
Publishers. 3a. Edicién, Philadelphia, 1996 pp 1657-
1708.

Pfister HD. Papilloma viruses and human cancer CRC
Press, Boca Roton, Florida. 1990.

Advisory Commitee on Immunization practices, Centers
for Disease Control 1991 RabiespreventionUnited States,
Morb Mortal Wekly Rep. 1991 40 (rr-3), 1-10.

Gac Méd Méx Vol.133 Suplemento 1






