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1.0.0 INTRODUCCION



Fl Virus Respirztorid Sinciecial (VES) es considerado en -
1s actunlidad el ratégeno virsl de mayor importancie en —
el tracto respiraterio de nifhos e infantes (1,2,3,4,5,6,~-
7,8), encontrandose una alta tasa de mortilidad y mortali
dad (5,7,8,9).

Aunque este fendmeno no se puede generalizar & 1los adul--
tos en donde a peésar de lo evidencia de algunos reportes

clinicos (2,4,1C), la nayoria de los signos y sintomas se
confunden con los ocacicnzdos por un resfriado coodn, o -
hien pueden ser asinteriticos,

En pafses desarrollsdos como Estados Unidos, Australia e
Ingleterra se tienen cifras apreciavles del problema pro-
ducide por el VES, como resultado de un gran nimero de es
tmiios epiderniiolépicos reszlizados, en los que se atoca el
provlena desde rniuy diverzoa puntcs de vista, come el le -
posible influencia de factores fisicos, biolbgicos, climd
ticos y de diagnéstico.

En nuestro pafis no ha podide ser estudiado este problema
ampliamerte, devido a que a2 pesar de 3u importancia, —-
exi.ten enfermedades que atn causan mayor ndmero de dé)ce-
s0s, como es el caso de las enfermedades gasitrointestina-—
leg, las cusles reprosentan el problema nimero uno en  —-
nuestro medio y ésto aunado a2 1z feltz de recursos tanto
econdricos como de desarrollo, y no han permitido reali-—-
zar un estudio md3 profunde del rroblema el cuel pondria
de manifiesto la importencia de contar de manera rvting——
ria con metodologias de disgnéstico gue permitieran demog
trar la presencia de infeccibén por VRS er casos en los —-—
gue hay indicios de bronquiolitis, neumonfa, asma recu-
rrente y algunos otros sfndromes respiratorios en los que



se sospeche la presencia de dicho agente.

En el presente trabajo se llevé & cato una encuesta de —-—
anticuerpos contra el VRS en un grupo de nifios cuyas eda-
des se encontraban enire recién nzcidos y c¢inco alfes, con
a8l propésite de contribuir a wn mejor conocimiento de ——
este problema en nuesire pais, A manera de antecedentes,
se mencionan a continuacién algunos resultados y datos es
tad{sticos de investig:zciones rezlizadas en inastitucionses
de otros paises, de log cuales puede inferirse la impor~--
tancia de la infeccién por este virus,

En un trabajo realizado en el Hospital Pedidtrico Royal -
Alexandra, de Australia (€) se obtuvierén los datos que =
gse presentan en lz +tavla I:

Tabla T

1979 1580 1981 1582 1983 1979-83

Total de muestras 405 428 526 487 380 2,226
Luestras positivas 104 112 164 212 176 TEB

% Positivo 25.7 26.0 31.2 43,5 46.3 34.5

En este estudio ro 36lo se observo un nlto porcentaje de
incidencia en enfermos gue gpresentiabon afecciones respirag
torias sino que ademds mostré la alta predisposicidén de -
los infantes, segin puede verse en la tabla II, en la que
se ocbserva gue el mzyor Indice de morbilidad se encontrf
en el grupo de los nines menores de zeis meses de edad y
que este disminuyé notahlemente despuds del =aro de edad,
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Table II

Bded/Afios 1979 1980 1981 1982 1983 1979-1983
1 mes o] 5 6 9 8 28
1-2 meses 10 13 16 3 29 99
1-3 meses 22 14 20 31 35 122
3-4 nmeses 16 11 30 30 16 103
4-5 meses 11 12 21 21 21 90
5-6 meses 7 4 10 14 16 51

6 meses 66 63 103 136 125 493
Subtotal  |¥€3.4 F55,2 Fs2.8 fes1 G100 Ege2
6-12 meses 28 33 44 51 42 198(25.8)
1-4 afios 9 13 14 19 8 63

4 afiog 1 3 0 2 1 7
&

Indica el porcentaje del total de casos detectados,

Existen algunos otros estudios en los cuzles se analizan
log grados de severided de 1la infeccién producide por és-
te virus, e incluso se compara con zlgunos otros virus -
{11), encontrdndose que el Virus Respiratorio Sincicial -
es el virus que produce cuzdros c¢linicog de mayor severi-
dad,

En adultos, como se mencioné anteriormente la gravedad de
los casos ge reduce al minimo, presentdndose la enferme-

dad como infecciornes mds o meros leves, locclizadas prin-
cipalmente en €l sistemz respiratorio superior y que sue-~
len confundirse con cuzdros gripales; sin embargo, e€so no
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es une regla, como lo demuestran diversos estudios reali-

zados en otros pafses {2,1,4,10)., Por otro lado se ha ob-

servado ¢ue un gran ntmero de adultos son portadores del

del virus, y oue de éstos sdlo vnos cuuntos llegan a pre—

sentar la enfermedad,

Hall y colaboradores {4) muestran el siguiente cuadro (ta

ble III),

Tabla III

Caracter{isticas No. de Promedio de
pacientes duracidn(dfas)

Aislamiento del.VRS en 10 4 (1=17)

lavados nasales.

Rinorrea y congestién nasal 10 22 (7-41)

Figbre (mayor o igual a 37.8°C 10 2 (2-7 )

tomada anuzlmente).

Tos 10 12 (7-19)

Inflamacién de enfgdelas 5 8 (3-10)

Inflamzcién faringea 2 g (3-10)

Ronguera 4 14 (4=23)

Ronquera de pecho 2 4 (2-6 )

Incapacided 8 6 (2-14)

{ ) El nimero encerrado indica rango (en dfas),

Este estudio se realizd en 10 pacientes adultos de los --
cuzles la mitad eran hombres y la otra mitad mujeres, su
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edad promedio era de 30 2a 60 g&fios y en ellos se observd -
que el 803 presentarén sintomatologia y cuadros clinicos
de mediana severidad,

Se khan reszlizedo otros estudios para conccer el origen de
la enfermedad producide en los adultos y en general 88 ~--
tiene la teoria de gue ésta se debe 2 win reinfeccidn,

Todes log datos presentzdos anteriormeants nos muestran el
problema itan grave para la salud que representa el VRS
ademds se ha podido observer que la enfermedad tiene un -
pico de incidenciz ern el perfode comprendido entre el otg
Ao y la primaverz, corn lo cuzl se establete gue el wvirus
tiene vn comportemiento de tipo estacionel (12),

El YRS ha aido aislado e identificado como el principal -
egente causal de enfermedades tan graves como son la bron
guiglitis y la neumonia,

Le importancia de estas enfermedades es gque se encuentran
relacionadas con el trac¥o respiratorio Pajo, y al presen
targe en infantes y nilios pequefios el riesgo de mortali-
dad aumenta,

En el estudic.realicedo por Kim y colaboradores (12) se -
obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla IV,

En esta tabla se indica el porcentaje de muestras en que
ge logrd identificar el Virus Respiratorio Sincicial como
el agente causal de la enfermedad gue presentaban esos in
dividuose,
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Tabls IV

Diagnrdstico de la Promedio de  No, de ¢ de mues-~

enfermadad edad (meses) muestra tra positi
va,

Heumonia 24.8 1,547 9.2

Bronaquiolitis 7.8 1,179 26.9

Tos 24.5 765 3.9

Faringitis

Bronguiolitis 9.3 1137 4.7

Infeccidn

respiratoria alta 20.7 6,723 7.8

Total respiratorio 21.0 11,351 9.4

Paciente de " N

control interno 3.0 P, 785 e.3

Paciente de

cortrol externo .9 3,783 0.3

Total pacientes ey 4 -

control 3.1 5,563 0.3

En la tabla V , obteride de unz publicacidén de Word Health
Organization (13), se puede observar el nimero de muestras
clinices examinadas en el perfodo comprendido entre 1972-
1976 y el n¥mero de casos en que se aislaron otros agen-
tes virales como causentes de la enfermedad, lo que permi
te demostrar le frecuencia de infeccidn por VRS en compa-
racién con otres agentes, ya cue séle la infeccidn por vi
rus de influvenzz tipo "A" mostré vna frecuencia francamen
te meyor, y casi igual a la frecuercia de infeccidén respi
ratoria por Adenovirus,
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Tabla V

Afios
Virus 1972 1973 1974 1975 1976  Total
Adsnovirus 1937 2291 2508 1883 i7i2 77
Jirus IIUGNE 4365 3356 2612 5066 6484 3772
Virus Influenza - -
tipo B 147 591 1551 299 = 1284 5263
Virus Influenza .
tipo o a4 29 22 12 11 235
Virus p
Parainiluenza 1521 16.1 Y 14229
Virus
Respiratorio 1938 2123 14 . 16960
Sincicial : i
Rinovirus 350 410 7395 429 367 3395
Virus del .
Sarsmpién 37 457 . 405 347 227 3016
Esterovirus 1133 1375 1425 1317 1001 11060
Virus del
Horpes 802 1123 1102 1176 1200 3081
lycoplagma -
priewioniae 1397 1198 2136 3565 2071 14214
Jtros virua 285 303 266 430 738 2536
Total 14570 15366 16613 18333 18694 135702
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En wna publicacién cientifica dada a conocer por la Orga-
nizacién Panamericana de la Salud con el No,133 (14), se
revorta el zuzdro 1 en el jue ze nuestrs la distrioucién
de ernfermedades raspiratorias ooaCionadas por varios vi-
rus 92 losg difersntes mssas del aho. Essa diatrivucibn es
irregular y adem£s se puede observar que el VRS e3 el se-
gundo en frecuencia estrcionnl, antescedido dnicamente por
el virus de la Influenza tipo A, teniendo zmbos un pico -
de incidencia szenejante; est: pico se presenta en el pe-
riodo comprendido antre los mes2s de lovienbre y Abril,
En 8) perfodo que couaprenden dichos reses, 123 eifermedu-
des ocacionadas por e3%os viruas se presentun enr forma epi

déuica‘habitualmewte; oo puede verse en el mismo cuadro
la frecuencia de cuzdros 2linicos producidos por el VRS ~
representa aproximadamente una guintn parte del nimero de
casos de Influenza ocacionados o el virus tipno "A",

De 1la misma publicaziée se presenin la grifisa (cuadro II)
de frecuencia relativa de enfermedad provocada por =1 VRS
a lo largo de las diferentes et:pas de la vida del houbre
en esta grdfica también se hace wna comparacidn de fre-
cueicia con algunos zgentes viralss, En dicha grédfica se
puede obsarvar Jue esta frecuensia, para el VRS, e3 muy -
alta en nifos zuya edad es erior z wn zlo, y esto dis-
minuye gradualmente coa la edad hasta llegar a un nivel -
ninime en los indiviiuos adultos ; wuments ligeramente en
individues cuya edad es superior a 60 2fios, aunque e3te -
aunento es poco significative comparado coa el gue se pre
senta en nifios menores de un afio,

Ambos zuadros (I y IN) muestran el coaportamianto epide-—
miolégico del VRS y de alzuna manecs la importancia del -
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misno como agente causil de enfarmedades,

De las enfermedades oeﬁéionadas por el VRS, sélo a2l 10% -
fueron reportidas én el henisferio sur, y por ello tam—
bién se piensa en una posidls influencin de %ipo climdti-
20 geogrdfico aunjue e3to av se ha podide comprobar,

Poxr otro lzdo, se han enconirado algunos patrones epide-

niolégicos relacionados 201 el sexo de loa individues in-
fectados, y e 2z visto gue por lo genecal se presenta la
infeecidén por VRS con mayor irecuencia en ninod uue en ni
fias (13).

Existen otros reportes aue sugieren que 1z infescidén por

VRS puede ser wan impoctante cousa de exacerbaliones aju-
das de bronjuitis crdnica, de zsma (11) y eccalionalmente

de otitis media (15),

Otro aspecto de intaréy se refiare 2 la relative frecuen—

cia con ogue este virua causa infecciones intrahospitala-
rias (16).
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Srecuencia de enfermedad respiratoria por meses
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- Frecuencia’selativa de” enfermedad respiratoria ocacionada
por Virus y ii.pneumonias, en relaciédn a la edad
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2.0.0 OBJELLVO



Como se pudo obsarvar en el capitulo anterior , se presen
tan datos que muestran la frecuencia de infecciédn por =—--
Virus Respiratorio Binciclial, estos datos, y algunos o-
tros estudios y publicaciones revisadas fuadanentan la ——
importancia de la realizacidn de wna encuesta seroepide-
miolégica en nifios menores de 5 aflos, por tratarse del -
grupo més expuesto a la infeccibn y a presentar cuadroa -
clinicos de mayor graveaad, y azends para contribuir al -
ms jor conocimiento de ecste problem= de salud enh nusitro -
nedio,
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3.3.0

CARACIERISTICAS DEL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL

Este virus fué aislado por vez primera en 1955 de un chim
pancd que sufrf{as una infeccidn de laz vias respiratorias

altas, que en ese entQ1csg era conocida como coriza del -
chimpancé. Estudiosiiémosfrarén que el Virus Rsspiratoric
Sineizial no 38lo atacaba & los chimpancés sino que ade-

mds era capaz de infectar al hombre, lo cual se detectd -
al encontrar al virus en investigadiggés nechas & lo3 in-
vestigadores gue nabfan estado en coantacto con los chim-

pancds infectados. kn la actuzlidai a este virus se le co
noce con el nombre de Virus Respiratorio Sincicial (VRS),
por su tendenciz & infectar el tracto respiratorio, bajo

en nifies, y en adultos casi exclusivamante el alto, for-

mando sincicios, e3to €3, acumilos de células cuyas mem—-
branas se han fusioncao; esto mismo Ss observa en Los te-
jidos infectados como un efecto éicopétiCO caracveristico
(17,18,19,20,21).

EL VRS estd clasificado en el subgrupo de los Pnewnovirus
de la familia Paramyxoviridae, Poseé doa glicoproteinas -
en lo membrane del viridn cue coastituyen los principales
entfgenos de proteccion del virus (22).

una de estas glicoproteinas es denomiizdn F 6 de fusiébn,
tiene un peso moleculor estimado de 7O 000 daltons y tie-—
ne una e3tructura glicoprotefes tipieca &zl subgrupo de -
los paramizovirus., La sszzunda glicoproteina es conoscida —
como G y tiene un peso molecular zparente 3¢ 80 000 dal-
tons, cbtenido por elestroforesis en gel de dodecil sulfg
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nato de sodio-poliacrilamida. Unz vacuna de VRS inactiva-
da con formaldehido mo3trdé que ¢l componinte F e3 el aue
tiene un mayor poder iamunogénico y que 1z actividad inmu

génica del componente G s6lo se expresaba cuando las va
cunes eran viejas (23).

hlgunos estudios de misroscopiz electrdnica del virus, —-
propagado en células heteroploides, revelarcn un alto po-
limorfismo de 1a particula viral, la cual posee un fila-
mento helicoidzl interior, 21 cual estd constitulde por -
una cadena sencillz de RITA 50 S de polaridad negativa (17
24,25) depida a2 su secuencia de aminodeilol, y esta acon-

pafincda de una enzimz transcriptasa. Cuando eata cadena se
aisla de la ncheoca 3ide pro:

ma viral intacto {17). E visauimice Jdel virus -
purificade, indica aue el virus coasiszte de polinéptidos,

napleunente presenta el gend-

i
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algunos de los cuzles 3on glucosilades zomo se menciond -
anteriormente [13,20). Poseé ademds unz envoltura lipopro
tefca, proveniente de 1o membrunz de la nélula hospedere;
estd envolturz pos3ed unn simetris helisoidal con proyec—

ciones en la superficie, Lo ~ucleocdpside nide entre 11y
15 nm {17,19). Oira descripcion -ue se d2 de La nucleocdnp
side del VRS ez la que mencionn Ferne-~ (17), quien dice -
gue esta contituida o> unn cadena siaple, helicoidal con

[+]
un didmetro de 14 nmm y o wia periodizidad de 70 A,

EL VRS crece lentamente en culiives celulares (¢ a2 § dias)
¥ no proliferan en huevos hembrionandos (17,18,19,20,21),
Los cultivos de célulns infectadns con VRS muestran prime
ro cambios morfolégicos caracterinados por el desarrollo
de sincicios. Estos czontienen grupos de nicleos .ud usule
mente se encuentran en ol centro del sincizio, y cuando -
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se-fijan y se tiflen con Giemsa. o Hematoxilina-eosina, se
observan inclusiones citopldsmicas eosinofflicas rodeadas
de un halo claro {17).

AISLAMIENTO Y CULTIVO DEL VIRUS

Las 1ineas celulares continuas tales como HEp-? y Hela --
son usadas para replicar satisfactoriamente 8l VRS, tanto
en el aislamiento como para su propagacifén, Ademds, las -
cepas diploides de fibroblastos humanos tales como la ——-
WI-38 y la MCR-5 soportan el crecimiento del VRS, lo mis-
mo gque los cultivos epidermoides humanos (17,13,19,21), e
incluso se ha reportado un crecimiento satisfactorio en -
en une linea celular de rifion de perro (26),

La formacién de sincicios en los cultivos celulares se ve
afectada por muchos factores como ¢l medio utilizade, 1la
densidad de la caps celular y la sensibilidad de la linea

/_,,,"“Jlar. El medio qus se ha visto produce mejores resultados
e3 el Medio Mfnimo Esencial de Eagle (M3) adicionado con
un volumen igual de medio 199 y el 25 de suero de ternera
(7,18,27,28,29).

ESTABILIDAD DEL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL

EL VRS es considerado como uno de los virus mds 1dbiles E/f’
ya que muestra gran inestabilidad a 37°C, y a 4°C s6lo se
conserva activo durante unas horas, Estudios de estabili-
dad muestran qua2 el 903 de la infectividad se pierde en 5
minutos a 55°C y en 24 horas a 379C y en 4 dizs a 4°C, Ia
congelacién lenta conlleva a la pérdida del 90/ de su po-
der infectante (17),



La infectividad del VRS tzmbidn se pierde rdpidamente a -
pH 3 , ¥y el virus presenta su mdxima estabilidad o pH 7.5

Por estas rzzones 12 mejor nanera de preservar el virus ,f§~
eg realizando una congelaciébn répmida en presencim de pro-~
tefnas, suerec o una solucibn hiperténics de sacarosn que
debe ir seguida de un simacenamiento & -70°C (17).

MODELOS ANTMALES SUSCEPTIBLES

Una wveriedad ampliz de nuéspedes pueden desarrollar la in
feccidn ocasionada por VRS, entre ellos se encuentran, a-
demas del honmbre y el chimpanceé, rata3, hamsters, cuyos y
hurones (13),

Todos e3tos anizales puedan ser inoculados por via intra-
nzsal y lz infecoidn puede ser totzlrmente asintomdtica y

no letal, pero en todas ellas el VRShpuese ser identifieg
do por aislamiento & partir de secreﬁiones respiratorias

o midiendo la respuesta inmunolégica,
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3.2,0.
PATOLOGI: ASOCIADA A LA INFECCION POR VRS

¥l VRS generalmente 56 asocie 2 enfermedades tan severas
como 1o son la bronquiolitis y la aeumonfa, y se ha visto
que es unz2 de las principales czusas de este tipo de en—-
4

fermedades que en la
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r2 los nifios menores de seis wmeses, Las lesiones y por ——
consiguiente las formas clinicaszstdn indiscutiblemente -
rglacionadas con la edzd, y auniue el término "bronguioli
+is" muchas veces 38 ha reservado pera el sindrome clini-
co comun en nifies menores d@ un afio, el gque suele presen-
tarse con un perfodo inicinl de tos gue después de algu--
nos dfes puede provocar un aumento en la frecuencia respi
ratoria y aparicifn de todos los signos de una obstruc——-
cién de las vizs respiratorizs e hipoxemia progresiwa (14)

Ia obstruccidn dellos bronguies es la respuesta a la in--
fecciban y consist? en la reaccién inflametoria de las mu-
cosas y el aumento de las secreciones dsl lumen, asi gue
el aire entra al alvéolo nds fédcilmente de lo que sale, -
Esta obstruccibn expiratoria relativa airapa el aire en ~
el alvéolo produciendo zngustia respiratoria earacteriza-
da como 3e dijo antes por enfisema y respiracién jadennte
(14). Estoz cuzdros puedan cursar también con atelectasia
y neumonia.

La otra enferaedad oc23ionada por el VAS y que puede meni
festarse con igual grado de saveridad es la neuwmonin, que
por definicién significa inflamacibn en el pareaquimn pul
monar, El diagnéstico suele zer d{ficil y se realiza me~—
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diante andlisis radiolégicos y sanguineos, aunque en ol -
casc de ests virus es més eficiente ¢l lavado bronguial -
para la idantificacién del virus.

Existen algunas otras snfermedndes ascciadas al VES que -
surgen, mds que como enfermedades primarias, como results
do de wna infeccibn ocagionada por otro tipo de microorsa,
nismos como una bacteria, entre las que 3¢ cueata la ofi-
tis media,

Se ha descrito la 2cumulacidn de fiufdos en el ofdo medio
en infantes infectados con VRS, pero las infecciones de -
ofdo medio sintordticas no parecen ser mds COMUNES qUE ——
otras infecciones respiratorias agudas,

En cuanto a otitis mediz, se realizé un estudio para com-
probar la evidenciz epidemioldzisa que la asocia con in--
fecciones virales del tracto respiratorio {15); en dicho
estudio, Sarxkinen encoatré que de 28 nino3 gue fueron €3
tudiados 16 presentaron evidencias de infececién por VRS,
lo qua represeata un 57% de casos positivos. De eata pro~
porcibn, tan sélo el 7% fué asociado a VRS y en el resto
de la3 muestras se encontrdé la participacion de alguna ~-
baecteria. Ademgs, un 257 de ellos mostrardn poaitividad a
la existenc:a ds 2ntigeaos asr VRS en loz flufdoz dsl of-
do medio znalizados, y en sélo 3% de loz nifios se detectd
la presencia de Adenovirus (15).

La infeccidén por VRS comparte sintomatologfz con otras in
Tecciones virales que se caracterizan por elevacién exce-
siva de la temperaturw, presencia de linfocitos atipicos

¥y leucogenia,
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3.3.0
ASPECTOS INNUNOLOGICOS

Como 3e mencioné en el capftulo anterior 21 ¥RS poseé an—
t{genos; localizados en 1= envoltura que son los responsa—
bles d: la respuesta inaune de lcs hospedadores; esta res
puesta, segin se ha visto, ne_es ‘tan efectiva como se po-
dria esperar y ea 2lgunas ocaciones ie na demoatrado .ue
por el contrario resulta indéaeable,

Uno de estos sfectos indeseables loz pedemos explicar de
le siguiente maner
Fl VRS, debido a 1

2ctiva el sistexa inmune promoviendo la formaciéa de anti

g zatigenos de superficie .ue presenta

cuerpos especificos, estos anticuecrsos interaciian con —-
lo3 antigeaos del virus provocando la formacidn de los -
complejos inmunes antigeno-zniizuerpo, o5 cunles por 31

niamo3s son capaces Je activar el metakolismo del dride -
argiuisénico en los neutrofilos, éste et

volismo da ori-
gen a la formacién de alzunos proiuctos de degradacidn —-
que son capaces de lisar células, como e3 el caso de la -
formacién de veréxido de hidrégens(H,0,), superoxido (03)
entre otros, estos en parte son capages de mediar la pato

génezis de la infecz2ifn _rovooads ypor 22 VRS, couo zson el

dafio tisular directo y la caoncosonsiricelén (30).

Por otro lado z2 ha observado que las células gue tienen

mayor capacidad para mediar la recuperacidén de este tipo

de infeccidn son los polimorfonuclearcs, er. seguid: se en
cuentran los macréfages ;- ea dltimo lugar los linfocitos,
Esta capacidad fué estudiada es bose a la capacidad de me
diar la &festruc:ién de c¢élulzas infectadas por el VRS, se

i

i

30



sabe que los polimorfonucleares son loa mds eficaces me——
diadores de le citotoxicidad calular dependiante de anti-
cuerpos {28), lo que fortalece la hiprétesis de que son e3
tas células las que juegan un papel principal en la defan
sa antiviral. A este feabmeano se le considera potenciador
junto zon el complemento, debido z una interacciédn del ——
complemento con las células efectoras (polimorfonucleares
para la destruccibn de células blanco {células infectadas
por virus),

En otro estudio {9) se observd aue los nifios pequedios que
padecen enfermedades como la neuwnonia y 1a bronquiolitis

presentan algunos datos como 103 siguientes: presencia de
anticuerpos neuvsraLizantes cue estén ralacionados con 12

severidad de estos padecimisntos; la neumonfa tiene una -
relacifan inversa 21 nivel de anticuerpos y la bronguioli-
tis ninguna; le presencia de anticuerpos fijadores de com
plemento no se pudo relacionar con la presencia de anti~—
cuerpos neutralizantes y el auwnento de 1la gravedad de loa
padecimientos,

Otro aspecto que se na observado es que las dos glicopro-
tefnas del virus tienen poder inmunogénico, pero 21 ser -
inactivadas con formalina, ésta cambia sus estructuras y/
o altera los epitopes de aatas proteinas produoiendqge -
una respuesta pobre de anticuerpos del tipo neutralizante
para la proteina G y 2lto para la proteina F, Mo obstante
103 niveles son inferiores a los producidos por indivi———
duos que sdguirierdn la infeccién de 1a cepa galvaje, El

nivel de proteccibn de esta respuesta es inverso al aumen
to de este tipo de anticuerpos y puedea provocar una reac
cida inflamatoria muy parecida a la de Arthus, Esta reac-
2idn es carazteristica y wmuy conocida, yo que sezdn pudé
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obgervar Artaus, la administracién de antigeno a wr ani-

mal gue ya pos2¢ anticuerpos precipitantes para este anti
geno era la forma de desencadenzr una reaccibn inflamato-
ria, Eatd reaccidn es nds tardfa ius uaa reaccidn de ki’

persensibilidad inmediatz .ero ..45 precos que una reaccibn
de inmunidad celular. Zzta inflama2idén ha 3ido clasifica-
da deatro del tipo IIT saztn Cell y Coombs la cual es pro
ducida por la interaccidn histica entre el antigeno y el

anticuerpo dzndo como resultado ura inflamacién destructi
va de 1los pesue.os vasos sang

g

ineos,
La patogenia de este tipo de enfermedades puede resumirse
de la siguiente mznera:

~ TFormacidn de los counlejos antigsno-antlicuerpo (gene—
ralmente en exceso de antigeno).

-~ TFijacién @21 complemento por los complejos antigeno-an
ticuerpo.

i08 quirniotdcticos del compla-

~ Dafio a las plaquetas, causzdo por la liberacidn de las
encimas vasoactivas.

— Aumento de la permesmbilidad vascular.

- Localizacién de los complejos antf{geno-anticuerpo en -

las paredes dz los vasos,

~ Hayor fijacién de complemento ;y lilberacién de factores

. wuiniotfeticos.
- Infiltracién de leucocitos, polimorfonucleares.

- Ingestién de los comnlejos inmunes por 1loa neutrdéfilos
v liberacidn de enzimas lisoibmicas.
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- ‘Dafio de la células adyacentes y a los tejidos por las
enzimas lisosdmicas,

-~ Depo3ito de fibrina,

- Regresidn y cicatrizacidn, si la lesibn es debida a -
una sola dosis de antfgeno o a un depdsito crdénico e -
inflamacién, si hay formacidén continuz de complejos in
munes.

Otro z3yecto de interes es ,ue como au nombre lo indica -

el Virus Respiratorio Sincicizl tiene una marcada preféreﬂ
cia parz infectar el sistema respiratorioc, y es en las -

membranas aucosas de 1a nariz, garganta y a2 veces en la -

laringe en donde lleva & ¢abo su replicacién, pero en lac

tantes esta replicacidn se disemina en ociﬁiones hasta la

trdque, bronquios , bronguiolos y alvéolos {17).

Un aspecto adicional es que 3e han observado por lo menos
tres variantes antigénicas entre el reducido nimero de ce
pas VRS estudiadas, ilo obstante, la reaccidn inmunolégice
cyuzada entre variantes es iemaéiado gronde para que eate
justificada una divisién como tipos distintos, y ademds -
las diferencias eantigénicas adveriidzs no parccen acentuar
se en epidemias prorresivas, Cada variante tiene un anti-
geno de superficie espesificoy que puede identificarse me
diante pruebas de neutralizacién en cultivos de tejidos -
con suero de hurén infectado. Tanto los viriones purifica
dos como los extractos de células infectadas tienen un an
tigeno de superficie especitfico del virus y un antigeno =
soluble en la nucleocdpside, que puede 3er datectado por
titulacidn de anticuerpos fijadores de complemento, y uue
eg comiin a todas las cepas de VRS pero no a otros virus -
que se incluyen en el mismo grupo de los paramixovirus.
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Probablemente el antigeno soluble sea idéntico al antige-
no interno de la particula virieca, al igu2l que ocurre -
con el virus de la influenza (21).

El virus presenta varias diferencias antigénicas con res-
pecto a le familia en la yue se le na incluido, Paramixo-
virus; estas son que no posee actividad hemoliticz, hema-
glutinante, de nemadsorciébn, ni neuraniniddsica, & pesar
de sus caracterd;ticas estructurales (17,19,20,21).
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3.3

DIAGHOZTICO DE INFECCION POR VRS

El ﬁiagndstico de la infeccidn por VIS en general se rea-
liza tomande en cuénta sus caracterisvicas, de'las que se
puede hacer uso para llevar 2 c¢abo metodologizs adecuadas.
En cuznto a2 estas metfodolozias, podiemos mencionar que --—
existe un gran nfzecro de ellas y diversas variantes de las
mismas; algunas de ellas se descriven someramente a Son-
tinuacién:

a2, Aislamiento y/o identificacidn de VX3 en cualquiera -
de lo3 flufdos biolbzicos commes, e
2603 7y nasales, o 2on w1l m
lavados de algunos §r

wudadoes orofarin-

yor srzdo Je seguridad en
respirztorios (18). El ais
lzmiento por lo general 'se realize en la forme tradi

¢ional inoculando las wuestras en 2ultivos celulares;
esta metodologia es la cue predentz la mayor sensibi-
lidad y seguridad, pero tiene la desventaja del tiem-
po tan prolongado de incubzeibn (4 a & dfas) se requie
re el virus para mostrar sus efectos citoszdticos carag
teristicos, por uwa lado, y por el oftro la desbidz a la
inestzbilidad 451 virus, =2unque la nérdida de su po-
der infeccioso es minimz cuands 1la inoculacién de las
células se rezliza en un perfodo no mayor de 4 horas
después de haber sido tomads 1o musstra (27).

. Lo identificact

e renlicar directa=

mente 2 partir de lazs miestras obtenidas de 2ultivos
2lulares infect: dos, aum.ue Jomo y2 3e menziond an-

teriormente el tie.pgo de incubacién de las célulags es



largo y cuando es necesario efectuar un diagnéstico -
rdpido es imposible esperar un perf{odo de § dias, de
ah{ que el métode de identificacién 3e efectia direc-
tamente en las muestras bioldgicas obtenidas,

Para llevar a cabo e€sta metodologfa, una de las téeni
cas mds usuales e3 la inmunofluorescencia, que puede
realizarse en do3 formas; directa o indirecta. Eatas
técnicas se pueden llevar a cabo en un lapso da tiem_
po muy corto, no mayor de 2 horas, lo que representa
la principal ventaja d2 la metodologfa; como desventa
jas pueden mencionarse el alto co3to de los reactivos
y aparatos wtilizados, ademds de rejuerir personal esg
pecializado. Esta tdcnica 23 una de las mds utiliza-
das a2 nivel de institusiones de investigacién, como -
1o'demuestra un gran nim2zro de estudios realizados -
con ella (5,31,32), ya que muestra ademds una gran es
cificidad y sensibilidad,

Existen otras metodologias mds sofisticodas para la reali
zacidn de este trabajo diagnbitico, como la tecnica de -
ELISA (5), 4ue actualmante o3 utilizada sobre todo paras -
la cuantificacidn de anticuervos especificos en sueros de
pacientes (dizgndstico inmunoserold. icos), pere que tem-
bién puede ser aplicada para la deteccién del antigeno ——
viral. Del método EI. S4 existen diversas variantes, como
lo demuestran algunas investigaciones (33,34,35), inclu-
yende el uso de anticuerpozmonoclonados para obteaer na-—
yor especificidad.

Los métodos de bass inmunoseroldgica hoy sn dfa siguen -

siendo muy utilizados, entre los cuales se e:cuentran la
cuantificacidn de anticuernos especificos por inhibicién
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de la hemaglutinacién (36), fijacién del complemento, neu
{ralizacidén - en general cdalquier metodologia que sirva

pars cuantificzcién de znticu2rpos en suero, Lz especifi-
cidad y utilidad de estas técnicas es variable, por lo que
se deben analizar las ventajas y deaventzojas de cada métg

do para la azplicacidn en particular que se le va a dar,

METODO DE FIJACION DEL COLFLEIENTO.

Como se mencioné anteriori.ente todos los métodos posesen -
desventajas, en el presente trz2bajo se utilizé la tecnica
de fijacién de complemento debido a un gran nimeroc de ra-
zoneg; entre ellas se pueden enumerar las siguientes:

a, ILa tdenica es sencilla en su menipulacidn.
©. Lo3 reactivos son de fdcil mdguisicidn.

¢. Se regquiere un tiempo relativamente corto para efec-
tuarla,

d, Existe una gren seguridad en lo que se refiere a re-
sultados, y2 cue se menciond en el ca_.itulo anterior,
el VRS no comparie antigenos con ningun otro ‘viyus de
la misma familie y aunque se han descublerto algunas
variantes en las cepa3, esta separacibén no e3 necesa-
rio efectuarla para el presente trabajo.

e. BSe reguieren pegueizs cantidades de muestra y la sen-
sibilidad es alta.

f. Mo reauiers de zran havilidad rrdectiea,

Estas ventajas demuestran sobradoamente el vor yue se uti

liza esta técnica con mucha frecuencia hoy ern dia, cuando
existen téenicas muy sofisticadas como el de ELISA ¢ Inmu

nofiuorescencia esc,
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La técnica, como ss menciond, presenta deaventajas y en-
tre ellas podemos mancionar;

- Que ge debe realizar un eatricto control sobre 1los --
reactivos, ya que adecds de coatar con sueros control
(positivo y negasivo), se dsban incluir en las placas;

a. ZJontrol de .ntfgeno, de couplemento y de la solu-
cibn amortiguadorz, cuyz finalidad es verificar que
ninguno de estos reactivos sean capaces por 3i mis-—
mos de lisar glébules rojos de carnero, ya que esto
s@ uviliza como revelador, ¢ implicaria resultados
erréneos.

b. Control de suszro, yu uue existe 1a poaihilidad de -
L
que algunas nuedtras ain despuds de 1la desactiva-—-

cién del complemento posean la capacided de anticom
plamentzridad,

Estas dagventajas pueden considerarss minimas si tomamos
en cuenta las ventajas tan%o econdmicas como prdcticas --
que tienen esta metodologia.
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3.4.0
POSIBILIDAD DE PREVENCION

En este capitulo hay pozo que tratar, pues a través de nu
merosas investigaciones no se ha podido desarrollar un --
Programa preventivo adecuado, ya que se han presentado -
resgpueatas adversas a las vacunas o bien ineficiencia de
las miamas,

Como se ha vis%o, el VRS es uno de lo3 agentes patégenos

nue con frecuencia ataca principalmente a loa nifios meno-
res de un aflo de edad, de ah{ la importancia y neceaidad

de encontrar ua méivodo preventivo gue permitiy reducir las
tasa de morbdbilidad y mortalidad.

S8 nan realizazdo estudios con vacunas inactivadas dsz YRS
para propiciar una respuesta inmune a2decuada y prevenir -
as{ los Jdaho3 ocacionados gor la inTeccidn; 3in eumbargo,
3e ha cbservado sovre todo en los lacitintes jue han reci-
pido estas vacunas, aue pueden preseatar ia enfermedad --
con mayor gradeo de severidai que el obzsgrvado <n los no -
vacunados, Bstas vacunas en general producen un awaento -
en el nével de anlticuarpos pero é3353 no muestran 36T pro
tectores y por tanto no avitan contraec¢ una bronguiolitis
posterioruente. Z. base 2 eatos resultados se hun Tormuln
do hipbteaiz que exnliauen estz Fendueno inmunoldgico; por
hipersensibilidad retardada, por dendsito de couzplejos in
munes tipo Arthus sobre la pared oron uiolar o por unn ——
reaccibn allfrgica mediade por TgR (37,28).

Taubién se ha pensado en la participacidén de wun fenbueno
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inmunolégico asociado a la broanjuiolitis por VRS en los -
lactantes que tienen anticuerpos transferidos pasivamente
por la madre, en cuyo caso se consideran varias posibili-
dades;

a. Los antigenos virales, =aconlados con la Ig G especifi
ca de le madre,

pueden producir complejos inmune antf
geno-anticuerpos.

b. Lo3 anticuerpos maternos pueden tener un efecto inmu-~
noldgico supresor sobre lz respuesta inmunitaria del
nifio hacfa el wvirua.

¢. ILas infecciones previas inaparentes pusden también ac
tuar como un estimulo sensibilizante, provocando una
mayor respuesta inmunitaria a wna infeccidén subse-
cuente (14).

Al respecto, Jawetz menciona que en la actualidad los an-
ticuerpos transmitidos de 1z madre a2l feto no lo protegen
de la infececién, 7 que por ello provoca wia reaccidn de -
tipo alérgizo debido a una reaccifa de hipersenaibilidad
inmediata, debide a las alteraciones producidas por los -
complejos virus Ig E, ya que se ha observado que estos ni
fics presentan en sus secreciones nzsales, histamina e IgE
anti-VRS, cuando en el enfermo se presentan las reacciones
graves del cuadro =lfnico {20),

La otra opcidn es la vacunacibn cou el VRS, la que e ha
encanminado a la produccién de anticuerpos locales, del ti
po Ig A, inoculande el virus atenuado por via nasal, aun-
que hastz el momento estoc no ha tenido resultados satig-
factorios dJdebido a nue el grado de ateauncidn es variable
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y las vacunas no son muy edtables, Esto deja sin esperan-
za momentdneamente a la vacunacibn como método de preven—
cién, por lo que es necedario realizar mayores investiga=-
ciones, tal vez con cepa.s mutantes del VR3 (39).

Otro aspecto que se ha tratado de abordar e3 la utiliza-
cién de Interferén como medida de control, auniaue todos -
los e3tudios que se han realizado al respecto, han resul-
tado infructuosos; lag cantidades de Iuterferén re,ueri-
das para este fin han 3ido tnan elevadas, uue el tratamien
to resulturia muy co3toso puéds la obtencidén de Intarferdn
resulta muy provlemdtica, y udemds no ea satisfactorio su
efecto antiviral (35,40,41,42).

El método que hasta la fecha ha tenido mayoxr eficiencia -
es la aplicacién de un férmaco denominado ribavirina, ad-
ministrade en aerosol continuo de 3 a 6 dlas en lactantes
hospitalizados, y que ademds reduce la diseminacién del -
wirus (20).

E empleo de este fdrmaco tiene como limitante la realizg
cién de un diagnéstico preciso y temprano de lz infeccidn
que algunas veces suele 3er inapareate auin después de 2 -
semanas,
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4.0.0 .+ TRABAJO EXPERTLIZENTAL

4,0.1 linterial bioldgico.

4,0,2 QJaterianl de lebora-
torio y aparztoa,

4.0.3 Reactives y materio
les biolégicos.

L0 4,100 Kétodos {Inmuncserclégia),




4.0.0
TRABAJO EXPERIIIZNTAL

Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo el Indi-
ce de morbilidad y mortalidad para las infecciones respi-
ratorias causadas principalmente por el Virus Respirato-
rip 3incicial, es wuy zlta en nif.os cuye edad se encuen-
tra entre Q0 y 6 meses de edad, y ya que en nuestro pais -
no se encuentran estudios seroapidemioldgicos al respecto,
se ha hecho el pressnte trabzjo, el cual ha tenido como -
finglidad obtener algunos datos de frecuencia y potencial
patogénico de este virus en nueitro medio,

Se estudid un grupo de nifios menores de 5 afies, de los -
cuales se obtuvo el material bioldgico necesario para de-
terminar el titulo de anticuerpos especificos contra el -
VRS. El ndmero de muestras obtenidas fué de 108.

4,0,1
HMATERIAL BIOLOGICO

a., Sangre total obtenida por puncibn venosa eh aguellos
nifics cuya edad era superior a 6 meses de edad.

b. En aquellos nifioa cuya edad era menor de 6 meses, la
muestra fué obtenida por puncidn capilar, cantrifugada
después de la retraccidn del codzgulo.

Los sueros as{ obtenidos 3e guardardn en coangelacidn hasta
el dia de su procasamiento.
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4.0.2

EATERIAL DE LABORATORIO ¥ APARATOS.

e ﬂicroﬂil:torea de 0,025 ml
~A ‘Qﬁbcs de ensayo de i3 X 100 ml

. Pipetes graduadas de¢ 4,0 ml

. Pipetas grzduadas de 5,0 nl

. Pipetas graduadzs de 10.0 ml

. Pipetaz pastour

., Bulbo para pipetn

. Placas pura microtvitulzcidn de fondo en S
. Micropivetss de C,025 nml

. Micropipetas de 0,05 ml

. Gradilla zera tubos

. Matrazes voluméiricos de 150 1l y 1000 ml
., Estufe de incubacibén a 37°C

. Baflo naria a 569C

. Refrigerador a T¢C

. Congslador a -20°C

. Refrigeracor REVIO de =TO°C

. Tangue do aitrogdao liquide



4.0.3

REACTIVOS ¥ MATERIALES BIOLOGICOS.

.1; Agﬁigeﬁo ﬁélkVirus'Resﬁiraforio Sincieial,
2, ,Compyémenfo (suerc de cuy)..
13;  §135&15; fojos ie'céinero. 7
4. ﬁ;mﬁli;iﬁa;r

5. Solucién de hlssver,
6._'Solﬁéiéa amortiguadora de Veroﬂé} (GBV)f',lf’:
7. Solucién salina fisiolégica (HeCl 9.1”0.85‘;'\?).:
8. Control susro negativo.

. Control suero positivo.
¥

Preparncidn,

Antigeno de VAS,
Sz obticne ea Forma comercial preparado-en-células Hep-2.

Complemsnto,

Se encuentra en 2l suero de Zobayo y para ovtensrlo se de-
derd sangrar & varios cobayos y la sangre se recibiré en -
tubos de 13 X 100 mm, mantenerlos en hielo en espera a que
se retraiga el codgulo, posteriormente ce ceatrifuga duran
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te 20 minutos a 3000 r.p.m, en una centrifiuge refrigerada
Y sSe separa el suerc repartiéndolo en alicuotas de 1.0 ml
se titula y se guarda inmediatamente en congelacifn a =
~70°C hasta el momenio de usarse,

Eritrocitos de carnero.

Para obtenerlos se sangra zl carnero y se recibe la sangre
(5C nl aprox,) en 100 ml de solucién Alsever estéril; ce
guarda a 4°C y se dejan madurar aproximadarente una semana,

Hemolisina,
(Anticuerpos anti-eritrocitos de carnero), preparados de -
conejos y se prepara de la siguiente manera:

El conejo seleccionado se inécula durante 6 dfas consecuti
voe por via intravenosa con 1.0 ml/Yg de peso (de unz sus~
pensién al 1075 de eritrocitos de carrero)., Al término de -
este periodo el conejo es sangrado y se obtiene el suero,

cuyo titulo generalmente se encuentra entre 500 y 1 500 U,
de hemolisis/ml. Bn este trabazajo se utilizé hemolisina en

glicerol al 504, producida en léxico poxr llicrolab,

Solucidn de Alsever.

Iz formila contiene:

Dextrosa 20.50 g
Citratc de sodio 8,00 g
Acido cfitrico 0.55 g
Cloruro de sodio 4,20 g
Agua destilada 1 060,00 ml

ajustar efi pH a 6.2 adicionande dcido citrico y proceder a
esterilizar por filtracidén de membrana y guardar a 4°C,
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Soluszids anortiguadoxs de Veronel (Guv)
(solucién otock 5x)

In un matraz de 2 litros agrogar:

Agva destilada 1 500,00 il
Clomuro de zodie 83.00 ‘g
5,5-Pietilbarbiturzto

de sodio 10,19 g
Anido slorafdrieo 1 i . 34,58 m1
Cloraro de msgnesio EH2O 1,02 g
Clorurep de calcip 2320 0.22 &

esterilizar la solu2idn utilizando el método de filtracidn
por membrana (0,2 micras de porosidad), para usarse se usz
rd a una Gilueidn de 1:5,

Solucidn salina fisiolégica.

{Clorurc de sodioc a una concentracién de 0.85%0.
esterilizar la solucifn en zutoclave & 121°C por un lapso
de 15 minutos y guardarse er refrigeracidén 2 4°C hasta el
momento antes de usarse y ponerse a temperatura ambiente,

Suero control negativo,
{producto adguirido comercizlmente},

Suero control pesitivo,
{producto sdguirido comercialmente.
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4,1,0 ... KETODCS ( INKUNOSEROLOGIA)



HETODO DE FIJACION DL COLIPLILIENTO.

La téonica de fijacién de complemento descrita aquf repre-
senta wn método bien estandarizado, wtilizado amplicmente
ya aue es wna técnica relativamente simyle que permite el
"diagndstico de una gran variedad de especies virales y Ge
algunas rickesizs,

Para un buen desarrollo de la metodolozia es importunte te
ner un control estricto sodbre los reactivos que 3se van a u
tilizar de la siguiente manera:

- Suspenrsién de eritrocitos.

a, lavar los eritrocitos con solucidn salina isoténicz --
vor centrifugacién; ‘los lavados se deberdn realizar -
por un tiempo de 8 minutos a 2000 r.p.m 3 veces,

b. Resuspender los eritrocitos con solucién salina para -
obtener una suspensidn al 2 &,

¢, Iisar 0.8 ml del paquete con 3.2 ml de agua destilade
para obvtener una solucién estdndar colorimétrica,

d. Determinar la D.0 de 1la hemoglobina liberada de 550 nm
usando una cubeta de 12 ¥ 75 mm,

e, Ajustar la sugpensidn de céiulas a 0.470 de D.O.
Esto represanta aproximadamente 17,2 ml de GVB + 0,25
ml del pajuete celular.



Hemolisina,

Hacer la titulacién e
guiente manera:

n tubos de 13 X 100 mm de la si

Tubo  Dil.final GVE (ml) Diluciébn

1: 1000
1: 6000
1:8000
1:10000
1; 15000
1: 20000
1: 25000

SRR N T UV N T

Volumen (ml)

15100,

1:1000
1:1000
1:1000
" 1110000

1:10000°

1: 10000

Hacer una dilucién del complemento, 1:30 en GVB

Hacer una suspensién de eritrocitos al 2%,

Hacer un control de eritrocitos

Tubo Hemolizina (ml)
de C/dilugién

# (1:6000 a 1:25000)

0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2

I oowm PN o

mezclar e incubar en un bafio a 37°C durante 30 minu~-
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C*r{1:30)

(m1)

0.1
0,1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

(ml)

0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2

G.H &l 2% GVB

(ml)

0.
0.

Qo O O o o
GRS BV BV IRV RN ]
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asto no3 indice que parz uti1 2

. tos y leer flnalmente. La d11uc1éa Lés alta de hemoll,

3ina que presente hemélisis total,- re:resenta unn unl“:k
dad, Ia prueba sz trabaja con 2 unldades ; w

Para obtener las dos unidades ss divide el: titulo’de’

mdxima hemdlisis entre dos, Lo v

ejemplo:

S5i el titulo de mdxima hemélisls

quivale & una unidad,
10007 ke
——

necesario hacer una dilueién: 1: 5000 para. tener
unidades.

Titulacién del complemento
se realiza en tubos de 12 I 75 mm.

Coloecar 8 tubos identificados en una gradilla,

Hacer wia dilucién del ant{geno para tener 2 unidades
6 sea el titulo reportaudo entre dos y realizar esta -
diluciébn.
e jemplo:
s{ el antigeno tiene un tftulo de 1:64

sl
La dilucién necasaria es de 1:32 6 sea una parte de -~
antigzeno mds 31 partes de V3,
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Una vez realizada la diluciéa agregar a cada tubo -
0.2 ml de antigeno,

Del complemento hacer una dilucién inicial de 1:30 y
agregarlos de la 3iguiente manera a cada tubo:

_ Tubo 1 2 3 4.5 6 T 8

Ag (2U) 0,2 0.2 0.2 0.2 0,2 0,2 0,2 0,2 (ml)
c'(1:30).-0, 13 0. 12 0,110, 1o 0,09 0.08 0.07 0,08(r1)

Buffer 0 27 "0, 28 o 29 0. 30 0,31 0.32 0.33 0. 34
Incubar 30 minutos & 37°C
GR 2%

sensibi= 0.4 074" O 4 o 4 0.4 0.4 0.4 0.4 (ml) )
11zados. -

Sensibilizacién de los eritrocitos.

Hacer una dilucién correspondiente a 2 Unidades de -
hemolisina,

Preparar una suspensién de glébulos rojos al 2%,

Agregar un volumen de hemolisina y un volumen de la
suspen3idén de eritrocitos. Agitar con cuidado e incu
bar durante 15 minatos a 37°C.

Lota:

La adicidn de 1z hemolisinz se deberd hacer lentamen
te,



Titulacidén del complemento,

Uns vez descongelado a8l suero de codayo a 37°C, rTe-
constitufdo el anitfgeno y sensibilizados los aritro=-
citos, se procede de la 3iguiente manera:

Colocar los 8 tubos de 13 X 100 ma las siguientes -
cantidades de reactivos seglin lo iadica la tabla:

Tubo Ag (2 U} ml C'(1:6C)mL GVE ml
1 0,10 0,12 0.8
2 0.10 0,11 0.9
3 0.10 0,10 0.10
4 0.10 0.cc 0.11
5 0,10 0.08 0.12
6 0,10 0,07 0.1%3
T 0,10 0.06 0.14
8 0.10 0.05 0.15

agliter log tubos e incubar a 37°, durante 30 miantos,

Leer lo3 ‘tubos.

Interpretacibn,

ElL tubo que contenga 1z menor cantidad (volwnen) de
complenento y que nuestre nemélisis total, represen-—
ta una uridad. En le prusbz se arzplesn dos unidades,
gjemplo:

Si el tubo con 0.03 ml de complemento ditufde 1:60 -
ruestr: hembflisis, esto couivale a una unidad, Por -
1o tanto 2 unidades serdn:
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2 U =0.09 X2=0,18 de 1a d4il, 1:50
6 v i S
mxu.1_— 1:33

cato ho3d Indica que ge rejtiere hacer unz d4iluzién

1:33 para poder utilizar sl zomplemento.

‘Titulo del antigero.

St basa en mezclar diluciones seriadas del antfgeno

en tubos y diluciones seriadas del suero immune (con
trol pouitive) pars detarminar la dilncién éptimz -

del sntizeno aus preiuzea ura buena fijecién del com
plemento.

Hacer diluciones seriadas del suaro .usmndo microdilu
torsa de 0,025 nl.

Freparar diluciones seriadas del antigeno en tnubos -
hasta wna dilucién 1;64; agregar 0,025 nl de c2da di
lucién de antigeno & le cavidad covrespondiente

3e incluye un control de complemento para cada dilu-~
e¢ién del antfgeno, agregando: 2.0 , 1.5, 1.0 y 5.0
unidudes ds cowmplemento.

Azregar 0.025 ml de GVBa los eritrocitos del complg
mento.

Agitar 1z placa, cubrir e incubzr ted- 12 noche a —
400,
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g

h,

Dejar la placa qurante 15 minutos a temperatura anbien
ta, adicionar 0.05 ml de la suspensién de eritrocitos
sensibilizados a cada cavidad,

Agitar e incubar a 37°C de 15 & 30 minutos hasta que -
los controles del complemento estén nemolizadoas.

Interpretacidn.

Ta placa deberd quedar como indica la siguiente figura
La mdxima dilucién de antigeno que muestre fijacién da
complemento 3* & 4% con la mayor dilucién del suero rg
gistrard una unidad, se ajusta a 2 U, agregando 0.025

ml de la dilucidén del antfgeno.

Diluciones suero Controles

Dil.Ag  1:8 1:16  1:32  1:64 1:128 suero Ot

000000
000000
000000
000000
0000 00
0000 00



Descomplementacién de los 3Jueros.
Descongelar lo.s suerces a temperatura ambiente,

Colocar los3 tubos que contienen las mwuestras de suere
ea un batfio de agua a 56°C durante 30 minutos.
Prueba de fijacién del complemento.

Colocar 0,025 ml de amortiguador en cada una de las -
cavidades.

Colocar 0.025 ml de 1la muestra de suero (previamente

complementada) en 1la primers cavidad; correr por du-
piicado cada columna.

Hacer la dilucién del suero coa los microdilutores; -
agitar y tomar de esta primera dilueidén, 0,025 ml pa-
ra la 3iguiente cavidad (b) agitar nuevaumente y tomar
0.025 ml para (¢) y as{ sucesivemente hasta la cavi-
dad final; de esta dltima tomar tuwbidn 0,025 ml de -
la mmestra y deshecharlos.

Agregar 0.025 ml d2 antigzno con 2 U & la primera co=-
lunira de cada suero por coluara (1,2,3,.... etc.) al
duplicado no agregar el antigeno (ecolwma 1',2',3',..
.. 8%C.) yo yue 3 el control de anticomplementarie-
dad.,

Agregar 0.0:5 ml éel couplemento dilufdo a 2 U que en
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nueatro -caso -es de 1128,

Agitar e incubar en refrigefacién-avdbc, durante 24 -
horas., ' Lo :

Sensibvilizar loa2 srlt"ocltos con el método men01ona—
do anteriormente.

Ag aga% a cada cavidad 0.05 ml de 1z suspensxén de ==
eritrocitos sensaibilizandos. '

Incubzr a 37°C durante 1 hora.

Interpretacién de la placa,

El titulo sz obtendré en la cavidad de mayor dilu-
cién donde no se presente hemblisis, y se oxprisa co-
mo la reeciproca de esa dilwecidn,

Nota;

Lu placa deberdi mostrar un control para eritrocitos y o-
tro para el complenento, asf como un control de antigeno
y olro del diluyente.
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Se anelizardn ur total de 108 nuestraa, de nifios cuyas e-
dades oscilabaen entre 1 y 5 afios, de las cuales £0 mues-—
tras correspondierdn a nitios y 48 muestras a nifias, (Cua-
dro No, 1)

Las muestras fuerdr. tomzdzs en el perfodo comprendido del
mes de mayo a1 mes de noviembre de 1988, de pacientes hog
pitalizados en el Servicio de Pediatria del Centro l7édico
Naval. Las muestras de sangre se obtuvierdn por puncién -
venosa cuando fue posible, dadas las caracteristlcas y e~
dad del nific, o por buncién czpilar; las muestras asi ob-
tenidas fuerdr. conservadas en congelzcidn = 20°C haste el
momento de la prueba en el Laboratorio de Virclogfa de la
Unidad de Investigacidr del Instituto Nacioral de Enferme
dades Respiratorias (INER).

Se realizé 1o titulacidn de los enticuerpos contra el VRS
por la téenice de Fijacién del complemento (EFC'), previa
mente estandarizada,

En el cuadro No, 1 se muestran los cuadros de los resulta
dos de las 108 muestras analizadas, en un resvmén porcen-
tual de positivas.

El andlisis de los titules de anticuertos conira el VRS -
encontrados permitié calcular ]Jos porcentajes de seroposi
tividad, obtenidos para cada grupo voblacional separados
por sexo; en el cuadro No,2, se puede observar que no hay
une diferencia mignificativa entre los porcentajes de se-
ropositividad en uno y oiro grupo.

Por otro lads ge anclizd también el porcentaje de casos -



que registrardn tf{tulos de anticueryos fijadores de com-
plemento de 1:4 a 1:128; para Tines prdcticos, los tftu-
los obtenidos de T:2 6 menores, fuerdn considerados nega-
tivos (cuadro No,3) pudiéndose observar cue er general los
titulos obtenidos fuerdr bajos, y2 cue en 36lo 4 casos ge
detectardn titulos superiores a 1;32; éstp pudo ser debido
a que la poblacién estudiadz de niKos no presentaba sig-
nos o sintomas caracteristicos de la inTeccidr provccada
por VRS, va que los ruestras corresporndierdr en su mayo-
ria 2 nifics que se encontrazban sanos desde el purto fe -
vista de aparato respiratorio, vy la muestra les fué toma-~
da Unicamente parz obtener ur pérfil inmunolégico.

Con lecs datos obtenidos se celcularén los casos seropogi=-
tivos encontrados para los meses de rayo, Jjulio, septiem-
bre y noviembre, con el objeto de estudiar un pesible com
porteniento estacional de le infececidn; sin embargo, con
log resultados obtenidos no se puede de manera definitiva
reportar algier resultzdo de frecuencia estacional, ya que
el ntmero de muestras anzlizadas er el perfodo de estudio
es insuficiente, pero de algunz mznera brindan ur panora-
ma gereral del estado innunolédgico en el que se encuentra
la poblacidén infantil estudiada er ruestro medio (Cuadro
No. 4).

4 reserva de confirmacidn, tal parece aue si existe un an
mento estacional durznte el invierno, en base & la presen
cia de anticuerpos, lo cuzl no necesariamente refleja la
frecuencia de enfermedad, esto es, la morbilidad.
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positivas,

HILOS MILAS TOTAL
Mimero de muestras 60 48 108
Numero de mwuestras
positivas, 20 14 34
Porcentaje de muestras

18,51 12.96 31.48

Cuadro No, 1
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Continuacién,

No. Sexo  Titulo Yo. Sexo  Titulo
55 F - &2 ot -
56 F - g3 M -
57 ul 1:8 84 M -
58 F - 85 31 1:8
59 F - a6 P -
60 M - 87 P -
61 F 134 88 1 1:16
62 M 1:8 8o F -
63 b - 90 b -
64 At - 91 F -
65 ot - g2 it -
66 F - 93 b 1:32
67 M - 94 I 1:16
68 F - as F -
€9 i - 96 i -
70 F 1:16 97 F -
71 T - 98 )iA 1:8
T2 M - 99 M 1:8
73 M 1:8 100 F -
74 M - 101 b -
75 F 1:32 102 F -
76 F o116 o 103 I -
77 P - 104 P 114
78 ol - 105 F -
9 F - 106 ¥ -
80 Ii - 107 F 1:8
a1 .F 1:8 108 T 1:8

Cuadro No. 2
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No. Sexo P{tulo Ho. Sexo T{tulo
1 I - 28 F -

t 2 ) - 29 )id 1:8
3 P T:4 30 It -
4 it 1:4 31 F -
5 F - 3e F 1:8
6 F 1:8 33 P -
7 e - 34 M 1: 64
8 P - 35 P -
El M T:4 36 M -

10 i - ) 37 i -
11 F 1:16 38 M -
12 M 1:8 39 N -
13 M - 40 I -
14 M 1:32 41 F -
15 F - 42 F -
16 - 43 ik -
7 "N - 44 bid 1:4
18 N - 45 M -
19 F 1:8 46 F -
20 bl - 47 N -
21 F 1:8 48 M -
22 M 1:16 49 F 1:8
23 M 1:8 50 I -
24 M 1:8 51 F -
25 F - 52 i1 -
26 M - 53 M -
27 hud - 54 S -

Cuadro No. 2
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T{tulos

Jfuestra de rifies

Muestrasde nifias

1:4

1:8

1:16

1:32

1:128

Cuadro HNo.

3
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Meg Hince Nifias Total
Abril-Vayo 9 {26.47%) | 6 (17.64%) | 15 (44.11%)
Junio-dulio 2(8.82%) | 2 ( 5.85%) | 5 (14.70%)
Agosto~Septienbre | 3 ( 8.824) | 3 ( £.82%) 6 (17.64%)
Octubre-Noviembre | 5 (14,70%) | 3 ( 8,82:%) 8 (23.52%)

Cuadro Wo, 4
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6.0.0

DISCUSION DE RESULTADOCS,

En las tablas de resultados que se presentarén en el eapi
tulo anterior podemos observar que los titulos obtenidos
durante la prueba experimental no muestran diferencias -
significativas, cormo lo demuestraz el andlisis estad{stico
que se presenta en el Anexo Mo, 1 del presente capitulo.

De los datos obtenidos podemos decir que fuerén insuficien
tes para que se llegard a resultados concluyentes, debido

a elgunas razones de tipo prdctice como la dificultad pa-

ra oktener muestras de nifles menores de 5 acos y, ademds,

1la dificultad que presentd la adquisicidén de reactivoe —-

tioldgicos, de los cuales algunos de ellos son de importa

cidn.

Los controles realizados durante la prueba no presentaron
probvlemas en sus resultados,
INTERPRETACION DE RESULTADOS,

Andligis estadistico.

Los resultados positivos obtenidos se dividen por sexo te
niendo: '

Grupo:
A 20 Casog para el grupo masculino,
B 14 Casos para el grupo femenino.



En

primer lugar los resultados expresados en ti{tulo se -

cambian al sistema decfmal (tabla I), postericrmente se -

hace un gndlisis en el que se ercontrsd como més convenien

te

Ce aplicar el ectadistico U de l'ann-Vhitney el cual se

obtiene al ordenar todas las (n1 + n,) observaciones de -
aguerdo con su magnitud y al contar las observaciones en
la muestra A, que preceden a cads una de las observacio-

nes

en la muestra B. El estadistico U es la sume de es--—

tos niimeros,

Ia
Se

prueba U de Mamn-¥hitney.

base en las siguientes observaciones:
Hipétesisvnula Ho
Las distribuciones de frecuencias relativas de las po
blaciones A y E son idénticas.

Hipétesis alternativa H_:

Las distribucuines de frecuencias relativas de las po
blaciones estan desfasedas con respecto & sus ubica-
ciones relativas (prueba de dos colas), o bien;
Hipétesis alternativa Hy:

la distribucién de frecuencias relativas de la pobla-
cién A estd desfesada hacia la derecha de la distribu
cién de frecuencias relativas de 1la potlzeidn B (véa-
se prueba de una cola),

Estadistico de prueba,

Para una prueba de dos colas utilice U, el valor mds
pequefio de,
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VRN DL § - S-S RTC | EE RN
U =.n4.n, + 1 1 "‘_wA'

A —
y N
Cn oy ms {ng r 1)
UB =n,n, + 2 2 - .
2
En donde;

‘HA ¥y B son las sumas de los rangos para las muestras A
¥y B, respectivemente. Para una prueba unilate-
ral utilice UA'

4, Regidén de rechazo,

a, Para lza prueba de dos colas y un valor dado de x,
rechace H) s1 U - U, en donde ®(U - U ) = x/2.
Nota:

Obsérvese que U, es el valor tal que P(U - Uo) 2,
es iguel a la mitad de x.

b, Para la pruebz unilateral y un valor dado de %, -
" e = _ -
rechace H sf{ U, - U en donde P(UA Uo) x.

SUPUESTOS.

Se seleccionan las muesiras sleatoriamente s independien-
temente de sus poblaciones respectivas. Los empates en -
1las otservaciones se ptueden manejar promediando los ran-
£0s que se hubierdn asignado s las otservaciones empatadas
y al adjudicar este promedio a cada una, Asf{, cuando tres
okservaciones empatan y presentan respectivamente rangns
3,4,5 se les asignerda a las tres el rango 4.

ST g
)
SR g, Bip gff&
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F= 0.1135
5= 0.06

W o
n

L)

PABTA - IT
Nifias - 48
. ~ 0.25
0,12

%= 0,1328
S= 0,069

0.41 Ilann Vhitney
0.42 "i" dos coles
0.20 Una cola

0.1z

Total = 108
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7.0.0

CONJLUS ICIES

De los datos ottenidos en generzl podemos edtablecer po-
cas conclusiones; las mds imporiantes, segin mi criterio,
son las sigulentes:

- Aungue las nuestras analizadas fueron obtenidas de ni
flos aperentemente sanosg, existe un alto fndice de da-
tos positivos a la presencia de anticuerpos anti-VRS,
lo que Indica que es muy comin el contacto de 1lo€ ni-
fios con el VRS en la edad estudiada 0-5 afios.

- Los tf{tulos ottenidos no rfueden ser sonsiderados indi
cativos del tipo de radecimiento ocaciorade, ya que -
como se menciond anteriormente estos nifios eran sanos
a la infeccidn por VRS,

- Ta predisposicién de un sexo'y otre no se puede preci
sar en tase a los resultados obtenidos, ni tampoco --
fué posible definir su cardeter estacion2l, que si ha
gido establecido e otros estudios, segiin puede verse
en algunas de la referencias bibliogrdficas incluidas
en este tratajo.

- Se requieren mds investigaciones de tipo sero-epide-
miolégico para conocer mejor el comportamiento clini-
co y el potencial infectante y pastogénico del virus,
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Los datos obtenidos en el trabajo solo indican preva-
lencia de Anticuerpos gue indirectamente reflejan la
ineidencia de infeccién por Virus Respiratorioc Sinci-
cial,

Por iltimo es importante menciocnar que el trabajo ori
ginalmente se inicid con vistas a abarcar el estudio
de una manera mds amplia, haciendo usoc de algunos ~—=
otros métodos de diagndéstico (cultivo celular de mues
tras biolégicas para identificacidn directa o por me-
dio de la técnica de inmunofluorescencia) que no pu-
dierén llevarse a cabo, debido a dificultades de tipo
econérico y burocritico,
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