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- RESUMEN

para mante

4 ner la
'infeétiQiéaanEQai.
T;ntﬁ la lfnea Vero como la HEp-2 perﬁitieron la propagacién
del virus con la misma eficiencia, la multiplicidad de in-
feccibn eleg{da fue de 0.01 UFP/cel, el efecto citopdtico se
observé a las 48 h y la infectividad viral se mantuvo en un
78 & durante 224 dias de almacenamiento a 4°C con sulfato de
magnesio 1M.

Se estudiaron 34 muestras de exudado farfngeo de nifios
hospitalizados por infeccidn respiratoria aguda (IRA) para
confirmar la presencia del VSR por observacién del efecto ci':
topdtico y deteccibn del antigeno viral en células infecta--

das, por la té&cnica de inmunofluorescencia indirecta, - '~

Pe las 34 muestras estudiadas , nueve (26.4%) fueron positi-

vas para el VSR por los dos métodos.




‘;Las Lnfeécio Y

:'mundxal de salud pﬁblica n: desarrollo presen-

tan una alta tasa de. morbilidv ¥ mortalxdad pr;nc;palmente -

en ninos pequenOs.  La morbxlidad y mortalidad total estimada

i “de estas infecciones es de 240 n'u.llones Y de 10'850,000 casos

anuales respectivamente (72).. El agente causal m8s frecuente

de estas infecciones es la bacteria Streptococcus pncumoniae,

a la cual se le considera responsable de 100 millones de ca-
" s0s de morbilidad y de 100 millones de muertes al afio (72).
Sin embargo, los virus también presentan tasas altas de mor-
bilidad y mortalidad, los mds importantes son: virus del gru
po de parainfluenza, se les considera responsables de 75 mi-
llones de casos de morbilidad y de 125,000 casos de mortali-
dad y el virus sincicial respiratorio (VSR} el cual se le --
asocia con 65 millones de casos anuales de morbilidad y con
160,000 casos anuales de mortalidad (72).

Las infecciones respiratorias originadas por virus pue-
den ser causadas por virus de 6 familias, clinicamente pueden
agruparse en B sindromes de acuerdo al sitio anatdémico afec-
tado: resfriado comiin, rinitis, faringitis, laringitis, la-
ringotraquecbronquitis {"croup"}, traquecbronquitis, bronquig
litis y neumonfa. Con frecuencia una misma infeccién involu-

cra mis de un sitio anatémico.



A grandes rasgos puede asig ars rome especificov

a: un v1rus determxnado, aunqu;r : crlterio es -

'fvﬁlido ya que un mismo virus puede originar los 8 sindromes.

aPor 16 que con base a manlfustaciones cllnxcas no es posible

identifxcar con certeza al agente etlolﬁglco. Virus de las
seis dxferentes famxlxas pueden causar cuadros severos. Sin

.’embargo, estudios realizados en nifios menores de seis meses,

muestfén'quc el VSR es ecl agente etiolSégico del mayor nfimero

de bfonquiplitis y neumonias que requieren hospitalizacién y,
de la mayoria de las infecciones nosocomiales de las vias res

- piratorias en los pabellones infantiles (1, 16, 17, 38, 40, -
AB). Aunque la infeccidn por el VSR en nifos es endémica, su
incidencia se incrementa durante los meses de invierno y pri-
mavera, cuando alcanza niveles de brotes epidémicos (36, 40).
La infeccifn por este virus en personas mayores es frecuente

y puede ser mortal (41, 44, 45), mds aln en afios recientes --
las infecciones por VSR en la nifiez se han asociado a proble=-
mas pulmonares posteriores (44, 45, 76).

El virus se encuentra ampliamente distribuido a nivel -
mundial, con excepcidn quiz& del norte de 1a Repiblica Popular
China, donde los adenovirus son responsables de la mayor parte
de las infecciones respiratorias (72).

En todos los palses donde se han realizado encuestas con
fiables, sc¢ ha encontrado que aproximadamente el 50% de los -
infanteg adquieren la infeccibén en el primer afio de vida y -
para los @os afios de edad casi el 100% de los nifios tienen an

ticuerpos antivirales.



Las infecciones mSS‘éévekas‘

e.presentan ‘en‘infantes-de

dos a seis meses:

las reinfeccxones

de anticuerpos ancxv;rales sériq

do a recientes observacxones, laé iﬁfecc

la pronta y confiable 1dent1ficac15n del agente etloléglco.

Para tener la certeza de que el VSR es el’ agente etlol&qxco de
la infecciSn se puede aislar el virus y en cultivos celulares
confirmar el efecto citopdtico caracterfstico y la preséncia -
del antfgeno viral. Este método por aislamiento aungque labo-
rioso y costoso es muy seguro y se utiliza como referencia (5,
10). Tambi&n es posible detectar al virus por observacién di-
recta del espécimen, ya sea medlante el microscopio elactrdni-
co o por identificacisn con técnicas de inmunocitogquimica (3,-
9, 47,51), este criterio aungue menos estricto se utiliza con
frecuencia por su facilidad para realizarlo y su rapidez para
obtener resultados.

Los reportes de infecciones respiratorias en M&xico, da-
tan desde 1259 {11} en el cual, se menciona que, desde 1929 se---
consideraban tres sindromes respiratorios (neumonfas, infec-
ciones por virus de influenza y tuberculosis) como finicas en-~
fermedades respiratorias, la bronquitis en cambio se incluye
a partir de 1955. en el cuadro 1 se indica la mortalidad por

estos sindromes.



Durante el perfodo de 1929 a 1955 la mortalidad mis ele-
vada correspondif a las infecciones intestinales mientras que
las infecciones respiratorias ocupéron diferentes lugares (del
3o. al 100.}. La informacién reportada durante 1929 a 1975 -
se refiere inicamente a mortalidad causada por enfermedades in
fecciosas, sin embargo, a pactir de 1976 se reporta la morbili
dad, como puede observarse en el cuadro 2 y figura 1. f desde
1978 el ler. lugar de morbilidad lo ocupan las infecciones res
piratorias con 46.8% del total de enfermedades infecciosas y =
desde entonces se han mantenido en primer lugar aumentando el
porcentaje cada afio, mientras que la mortalidad por las mismas
infecciones se ha mantenido (fiqura 1 y fiqura 2).

Ademds se observa un incremento en el nfimero de padeci--
mientos respiratorios de origen infeccioso por lo que se inclu
yen en un sblo grupo como infecciones respiratorias agudas - -
{IRA) (incluyen amigdalitis, resfriado comln, rinitis, asma, -
faringitis, laringitis, laringotraqueobronquitis, bronguioli-=
tis, bronquitis, neumonia, etc.) (18), En la mayor parte de -
los reportés, los padecimientos de las vias respiratorias se -
incluyen en IRA, no obstante en algunos reportes se especifica
cuando se trata de bronconeumonfa y neumonfia o bronquitis,

El grupo més afectade por neumonias son los menores de -
un ano (figura 3). En México las infecciones de las vias res-
piratorias bajas en nifios menores dec un afio presentan la inci-
dencia de mortalidad mis alta {18, 28), gquizd el agedte etio=

1l6gico mAs importante sea el VSR. No obstante, no hay estudios



:losiGnicos reportes: s

al respecto; obre.‘este: virus: son;presen-- .

‘taciones’ en’congresos:

del virus'en muestras clinicas'y ' tdcnicas:de propag

f‘puﬁifiﬁ; isn @ referencia;Long (83




‘BEFUNCIONES - TASA x 1007000 Hbs:

ENFLUENZA Y NEUMONIAS Ji8s a1e:

SRONQULTLS . 29009’

[FUBERCULOSIS 28 580 .-

Padecimientos respiratorias causontes de mpi‘télidad‘
Mexicana de 1955 a 1957. S
informacidn nbtenida de:  Salud Pidlica.en ME

CUADRD 2

AfD. =02+ TASA  DE. MORTALIDAD - - "TASA' DE MORBILIDAD .

‘100 060 bhabs, - :° B 100 000 habs.
1929-1931 . 47650 -~ - -
1955~1957 2 200.0 - - -
1969 7.0 -
1970 . 20.7 - - -
1971 17.6 -
1972 17.8 -
1973 10.8 -
1974 12.5 -
1975 8.6 Bt T
1976 9.9 235.9 (ya coma-
1977 6.2 12447 IRA) 1
1978 4.2 1 i i
1979 4,2 1’
1980 --- 3
1382 36.88 -]
1987 36.0 10
1988 36,0 13

Tasas de mortalidad y morbilidad de 1929 a 1988.

informaci{dn obtenida de: Salud Piiblica en México (1959) y
Epidamiolopgia (1979-1989).
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Morsalidad en 1987, por neumonfas ¥ brcnquitis par grupo de
. /g_ggdr;"l (Enfo¥macidn obgenida de: Epidemiclogfa 1379-1989).
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Mortalidad en 1987, por neumonfas y bronquitis por grupo .de -

©edad. - (Informacidn obtenida de: Epidemiologfa. 1979-1985).
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ANTECEDENTES. ;
CARRCTERISTICAS DEL: VIRUS
En 1956-s& aisl

“agente de . la coriza

'fusionarréélﬁlas prcﬂh

‘das:en io;_culglyos. 1:vi
VParaﬁyxéyiridae? denéto éelA

logia, aspecto generalbdg lé{nqé}édqaps e‘yvéirprocesc de ma-~

B Quraciﬁn, aunque  también presenta diferencias: el tamio de la
particula, el didmetro de la nucleoc@nside, en el aspecto geng
ral de las inclusiones intracitoplasmiticas que produce en la

'infecpiﬁn y carece de hemaglutinina y ncuraminidasa (59, 60, =
61, 71). por lo Qeneral, tiene una forma redondeada, mide de
150 a 300 nmr(77), aunque a veces es pleomdrfico, presenta en-
Volturd, una nucleocapside helicoidal que mide 13.5 nm de difi-

. mé;ro ¥ su genoma estd constituide por una sola cadena lineal

de ARN.con polaridad negativa (no puede funcionar como ARNm) -
con un valor de sedimentacifn de 50s y un peso malecular de --
5x10% Kilodaltones (KD).

La forma replicante del ARN, es de doble cadena y estd -

- 11



.cién del v1rus yla célula'huésped Y se ha considerado aniloga

a la hem glutlnxna neuramxnxdasa de ottos paramxxovxrus (7,56,

:71;' i! B8).= Ademis se gonoce:la secuéncia de amlnoécxdos de

tal'béote!na.
) "La otra glucoproteina es la proteina de fusidn (F) tiene

Tun éeso molecular de 60 a 68 KD. esti compuesta por dos poli-~
péptidos unidos por puentes disulfuro uno pesa 48 KD. y el =
otro 20 KD. esta glucoprotefna es considerada como la respon-
sable de la entrada del virus a la célula; provoca la fusifén -
de la partfcula viral a la membrana celular y en los cultivos
celulares induce la formacibén de sincicios, es sensible a 1la
tripsina (83, 87, 89, 90).

Estas dos glucoprotefnas son las que inducen la forma-

cién de anticuerpos a los que se les ha asiygnado actividad pro

tectora in vitro donde neutralizan la infectividad (85, 91) vy
son sensibles a los detergentes y a la tripsina por lo que se
deduce que estadn localizadas en la superficie del viri6n (77).

Tres diferentes grupos de trabajo reportan otros peque-

fios polipéptidos uno de 10 y otro de 13 RD. cuya funcién y -

¢



origen - se ‘descc

relatxvamente b&slca ¥ quc puede

~la celula lnfectada (12, 55, 7.

La nucleoproteina'(NP)'tieﬁe:

“KD. ‘estS asociada con el ARN; sglcqqgcerié Vgcuenéia de sus ami -
'ﬁOSCEdos por estudios con plésmidoéry asts fdrmada por 467 ami-
noSc;dos, la mayorfa son bisicos y ha esté glucosxlada (34, 59,

93).

otra proteina viral descrita a‘polimérésa'(P) que --

tiene un peso molecular éeili-é‘iﬂ'x e té fosforllada Y se ha
sugerido que estd asoczada con la» cépslde {12, 34, 52, -
59, 93). : ‘ »

i Por Gltimo, tambxén se ‘ha descrlto una prcteina grande =--

(L) con ‘un pesc molecular de 160 & 200 KD, esta proteina no ha

S sido CGaracterizada b's 1o 'se conoce su.func16n perc se piensa que

estd implicada en la transcripeién y que estd asociada con la -
nucleocipside; se sugiere que es la ARN polimerasa del virién -

(12, 59,).

13



La ‘infectividad:de irus-esfdeétruida'por'el &ter; él‘

r&pida pot cambxos de! pﬂ,

Es resistente a la mitomicina C, enrcambioriéféctinomi
estimula su propagacién (51), esto indica quebel VSR se mul-
tiplica en el citoplasma y no es depéndiente de’ la sintesis
de ADN nuclear (77).

Después de la traduccidn algunos polipéptidos sufren -
modificaciones como son: la proteina P es fosforilada y una
porcién de la proteina F es sulfatada {13, 29, 51). Por
examen al microscopio electrénico sc ha podido observar que
los antigenos virales aparecen en el citoplasma de las célu-
las infectadas a las 8 h. posinfeccidn (p.i.), utilizando --
otras técnicas se ha observado algunos cuerpos de inclusidn
eosinéfilos cerca del nlicleo (77). En ciertos tipos de célu
las aparecen filamentos de superficie que alteran la aparien
cia de las mismas, ééta es una caracteristica fnica de ios -

pneumovirus, otros paramixovirus no la presentan (77).

56°C es de 0.5 2 8- mxn.»yf'

14



La caracterfstica t!éiéélﬂe céiufasbinféctaﬂas con e
VSR, es la formacién dg sihcicios, ﬁltiﬁahente se éabe que
tambi&n se puede establecer iﬁfecciones persisientes en va-
rias lineas celulares aungue los meéanismos no estan del --

todo clares (6, 70).

VARIACION ANTIGENICA.

Respectc a la variacifn antigénica del virus, al.uti=-
lizar sueros hiperinmunes en pruebas de neutralizacidn con
conejo, mono y cobayo se ha demostrado que presenta varia-
cifn antigénica, aunque lo mismo no se ha podido demostrar
con suero humano. Al utilizar anticuerpos monoclonales, se
han observado cambios en epitopos de la glucoproteinas G, =
en cambio la protefina F se conserva, no se han detectado al-
teraciones antigénicas en esta protefina, asf los anticuerpos
dirigidos contra la proteina F de diferentes especies recong
cen al VSR aislado de humanos (1, 60, 77, 84, 98). Sin -
embargo, al realizar otro tipo de pruebas como, fijacidn de
complemento, inmunofluorescencia y radioinmunoprecipitacién
se presentan reacciones de cruce (64, 92).

En base a las diferencias antigénicas se ha sugerido

que hay por lo menos dos o tres subtipos virales (1, 64).

15



. PATOGENIA: DE LA ENFERMEDAD

: -La enfermedad es mis frecuente durante los primeros 6
‘meses d§ edad. El periodo de incubaciéﬁ esde 4 a 5 dlas -~
' :lsg,ﬂﬁs,'sof. El virus se mulﬁiplica en la nasofaringe y ==
ypqivaSpiréciﬁn de las secreéiones se disemina a vias inferip

Ures, .'In vivo se ha podido detectar cn células mononucleares

: yyqécrsfagos circulantes (30, 32, 39} células en las cuales

/seapue&e multiplicar in vitro (80).

.Los signos de la enfermedad en vias respiratorias ba=-

- jas_se presentan del primer al tercer dfa después de la rino
rrea, por lo gue se supone gue ha invadido bronquios y bron-
quiolos.

Generalmente el virus es neutralizado por el anticuerpo
pero la inmunidad celular es la encargada de la recuperacién

7 (58, 60), lo cual se confirma en observaciones hechas en ni-
fiog con deficiencia inmune celular congénita o adquirida o =
con tratamientos inmunosupresores (38, 39}.

Algunas observaciones sugieren que la enfermedad produ
cida por el VSR es el resultado de una reaccidn inmunopatold
gica, esta interpretacién se apoya en las siguientes obser
vaciones:

1) La mayoria de las enfermedades severas se prescntan

en presencia del anticuerpo antiviral especifico de
origen materno (53).
2) Pacientes que fueron inmunizados con una vacuna de

VSR inactivado con formalina, la cual indujo altos



i pr tegi‘-f

1t£tulos de anticuerpos séricoé. novfuéro

vacunados, (85)..;

Actualmente no se ha podido.dar

factoria de la patogenia, sin embérgc

rias hipbtesis, en base przncxpalment ihmadﬁtez in-

munoldgica del infante (57, 80, 95y y en’ elrhecho de que el
anticuerpo sérico puede originar una reaccxép de hipersensi-
bilidad retardada o mediada por IgE {57, 93, 94).

Tambi&n se ha pensado en la posibilidad de que los in-
fantes sean incapaces de montar una adecuada respuesta de an
ticuerpos 1gG2 e IgG4 los cuales tienden a ser inducidos por
antigenos carbohidratados (46, 47), y se tiene conocimiento
de que en infantes de 6 a 12 meses de edad no se detecta una
respuesta de IgG contra la proteina G en cambio sI contra la
proteina F {57).

McIntosch y Chanock {59) sugieren que la enfermedad en

nifos pequefios se debe a una reaccidn de hipersensibilidad -

de tipo III, como un resultado de la interaccisn del anti--="

cuerpo sé@rico con el virus.

Sin embargo, ni el tftulo de anticuerpos séricos ni el

complemento hemolitico circulante se correlacionan con la'-
severidad de la enfermedad en nifios con la .infeccifa natural

{77} .

é.han’propuesto va="

17



la.e iefﬁédédfcli-

nica (8, 49, 68, 79).

Se han disefiado modelos érrmen ales utilizando ratén

y cobayo, con la fxnal1dad d. entender la patogenia de la in-

feccidn y en particular estudxar la partxcipacx&n del anticuer
po antiviral (79, 85, 92), pero no se han logrado resultados
satisfactoriaos.

Sieber observé que los complejos inmunes del VSR inte-
ractian con neutr6filos in vitro produciendo superéxido, trom
boxano A2 y otros factores capaces de causar broncoconstric-
cibén (77) y se ha observado que los neutr6filos de nifos con
la infeccifn tienen un metabolismo hiperactivo in vitro y la
interaccidn de estos complejos con 13s neutrbfilos contribu-
yen a la patogénesis de la enfermedad (32, 59, 77).

De tal manera que algunos autores sugicren que los an-
ticuerpos-pueden contribuir a la patogénesis por permitir la
dispercidn viral en el organismo, de este mode el anticuerpo
adquirido pasiyamente (de la madre) bloquea la induccidn de
linfocitos T citotéxicos (TC) que pueden ser importantes en
la limitacién de una infeccidén. Esto se ha podido observar
en otras infecciones virales como en el dengue y otros flavo

virus por lo gue se puede suponer (ue también la infectividad

18




del VSR puede ser aumentada por los anticuerpos (43, 66, 68).

Por otro lado se ha observado que en: pulmones de ni

os

con bronqulolltls causada por el v;rus (77)

tribucién amplxa de antigenos (Agsl virales ‘en”’ comparaclon -"

con nifos con neumonfa. Esto hace pensar qu

tis tal vez sea el resultade de una Leaccxﬁn
lidad mediada por IgE (tipo I). quza una

eleva la produccxén de IgE y en una segunda

quen una enfermedad severa (73, 76

Estos fundamentos tambi&n epriéarianiiéfﬁeéuxrencia'—;‘
de los ataques de tos que se observan déspués de ‘una Sxonqui
tis por VSR {73).

También se ha demostrado la elevacidn de IgG4 en sueros
de nifics hospitalizados en fase aguda de 1a infeccidn y en -
vista de esta clase IgG es capaz de mediar una respuesta de
anafilaxis, se le atribuye que sea la causante del broncoes-
pasmo que se presenta en la enfermedad (93, 94, 95}.

Asi entonces existe.. duda en el conocimiento de las fa-
ses de la patogenia de la enfermedad y hasta el momento se -
considera que los anticuerpos contra la proteina de fusifn -

son el mecanismo mis importante para limitar la infeccibn.

INNUNIDAD.

No se conoce  la . importancia i-los’ ‘mecanismos: -

19



enfermedad,‘se-han.méhcidnédd

: Se ha observado Gue” los antzcuerpos maternos propotc10-

nan cxcrta proteccxén aunque parece que es ancmpleta, esto s
no esti claro v se ha sugerido’ que depende de VBILOS Eactores
como:- que los antigenos virales sean pobrgsAxnmgnogenos en =
la primera infeccifn, de manera que la respuésta\inmﬁne Eor,;.

" parte de las subclases IgG2 e IgG4 es d&bil y gue estos sub-
tipos responden pobremente durante la infancia po: lo tanto -
se necesitan.varias exposiciones para inducir una:buena res-
puesta (45, 46, 47, 53}.

También se ha mencionado que en la infeccidn primaria
el tftrulo de anticuerpos, aéem&s de que es bajo, disminuye -
ridpidamente hasta titulos no detectables y en una reinfeccitn
se producen titulos mayores y persisten por mis tiempo, lo -
que permite que con el tiempo y de acuerdo a las reinfecciones
los tftulos se incrementen m&s y a la vez se presente un au-
mento en la resistencia a la enfermedad. Esto explicaria el
por que las infecciones m3s severas se presentan en infantes
que poseen bajos titulos de anticuerpos maternos (46, 47).

Por otro lado los anticuerpos fijadores de complemento

(FC) y neutralizantes (NT) no se correlacionan con la severi-

20



a énfermedéd 0‘toﬁx1a‘resisténcia é'la'infeccién, ya

'que cuando se utilizan acunas que estlmulan estos tipos de

: antlcuerpos, no ‘se logra una protecci&n. “Sin embargo, . parece

i ser que los ant;cuerpos maternns si dan alguna proteccxﬁn, ya -~

que en menores: de 3 semanas con - titulos de antxcuerpos mater-
'nq; elevados, los sIntomas se conf;nan al ;:actg resplratorxo
’aito; éé produce poco virus y'desaparecé ﬁfonto‘(ﬂﬂ). Estas
‘ dbservaciones sugieren gue los anticuérpqs.matérnés proporcig
nan una proteccidn contra el virus aunque no détienen por com
pleto ‘la infeccién.

Tambié&n se ha especulado si el anticuerpo puede ser el
responsable de esta proteccidn o si hay otros factores inmu-
nes'Que participen como podrian ser la transferencia transpla
centaria de linfocitos, la lisis dependiente del complemento

‘o la citotoxicidad mediada por anticuerpos (15, 45, 68).

Otros autores hacen hincapié en la importancia del an-

- ticuerpo local, ya que se han detectado por IF IgG e IgA es-
peci:igas en secreciones nasales y se ha observado una sin~
tesis acelerada de las mismas deépués de una reinfeccidg (15;

17, 85).
VACUNAS.

’7P565'ptéVenit 1a’ inféccidn 'sé han desarrollado algunas

vacunas que hasta el momento no han sido efectivas y al igual

que la 1n£ecc1on natural no inducen una resistencia contra -

epxdemlas anuales de tal manera que las reinfecclones se siguen

|
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'Bséiéqménté dbs estudios‘se' unas
inactivadaé. Una se admlnxst:& pox-vi Lntramﬁscular, sé tra

ba]ﬁ con dos grupos de niifios de 5 a ll anos ¥ de 3 a. 5 afos.
Indujo una respuesta de Acs neutralizantes, pero &stos no pro
tegieron.

En cambio, en otro estudio con un érupc formade por ni-
fios de 2 meses, se administraron tres dosis por via intra-
mscular, y al igual que en los prupos anteriores, la vacuna
indujé altos titulos de anticuerpos, tanto FC como NT, los -
cuales no protegieron, en cambio durante una reinfeccién se
presentd un incremento en la frecuencia y la severidad de la
enfermedad. Se ha tratado de aclar tal comportamiento para
lo que se han sugerido algunas posibles explicaciones, Se =
dice gue los anticuerpos séricos en ausencia del anticuérpo
nasal (local) son inmunopatdgenos, este fundamento explicarfia
la contribucién de el anticuerpos maternc a la bronquitis oca

sionada por el VSR; sin embargo, no se tienen datos al respecto
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’oéra?éxplihaciﬁn, basada en observaciones hechas con una va--
cﬁnawSeméiﬁnte ﬁara el virus del sarampi&n, supone que el =~
'ératahientﬁ del vifus con-aluminio altera la proteina de fu-
'siSn;’én forma tal que la inmungenicidad es baja o mis bien
nula (ési.

) otra‘sugerencia es que el antigeno viral estimula una
respuesta que puéde llevar a la formacidn de complejos inmu-
nes, los cuales activaﬁ el sistema de complemento causando -
dafio al tejido o inflamacifn (79, 95). Toda esta secuencia - -
de eventos son considerados para tratar dc explicar la seve-
ridad de la enfermedad observada en nifles vacunados.. Otros
autores sugieren gue la vacuna provoca una reaccién de hiper-
sensibilidad retardada, ya que puede sensibilizar linfocitos
(107, 147).

Con la vacuna de mutantes sensibles a la temperatura -
tampccb se obtuvieron resultados alentadores, la inmunidad -
obtenida no fue protectora y los n.veles de anticuerpos alcan
zados fueron bajos (95).

Los investigadores estdn probando ahora un virus recom-
binante en el cual tienen esperanza. Por el momento sclo se
ha probado en conejos y se observS que esta vacuna indujé ti-
tulos altos de anticuerpos y &stos neutralizaron la infecti-

vidad del virus. Esto mismo se probd en ratones con resulta-

dos similares (78}.
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DIAGNOSTICO. -

Vtre ellas:

a)

empiana. {35,

sable de una 1nfecc16n, ayuda a prevenlr 1n£ecciones
nosocomiales y su extensidn’ por contacto, pr;nc;pal—
mente aquellas infecciones que sonraslntométlcas, ]
aquéllas que présenfan'sintomaéreﬁibicdé coho_eﬁ é;'
caso de las infecciones por'hepatitis B, herpes, ru-

bé&ocla y VSR.

24




" b)

TE1 hanejo apropiadd def'padiénté. bésadblen el diag‘é“

n55t1co rdpldo de dlchas enfermedades,‘permlte una

reducc15n en 1a morbllidad:y mortalidad.;

Las estrateglas utlllzadas en el dxagnﬁstlco de labo:a—~‘

torié enlas 1nfccc10nes Vlrales son de dos tipos' métodqs

directos, en los cuales sg,eﬁectﬁgKel_a;slamlento e identifi-

cacidén del virus o de sus-componentes y los m&todos indirec-

‘tos, en los cuales la identificaciﬁn‘dellagente infeccioso ‘se

hace determinando .la respuesta Jnmune, que presenta—él orga-~:

nismo a la Lnfe001on v1ral

METODOS DIRECTOS.

al

b)

Aislamicnto‘dei virué‘ ‘El‘aislamicnto del virus de

muestras clinicas_se logra 'a través de su multipli-

cacién en los sistemasIBiolagicos de experimentacidn
que pueden ser: cultivos celulares, embriones de -

pollo y animales de laboratorio.

En la actualidad, los animales al igual que los em-

briones de pollo, practicamente han desaparecido. de

los laboratorios de diagnéstico, siendo los cultivos
celulares los mis utilizados por ser mis fdciles de:

manejar y mis versdtiles.

Visualizacién del virus. La microscopia electrénica
(ME) ha proporcionado informacién acerca de 'la mor-

fologia viral, &sto ha conducido al conocimiento de
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ésta se deposita ccn cierto 5ngulo un mate=

“rial éleptrénlcamente denso, como el cromo o el pla

Cy las ‘muestras se colocan al vacio bajo un haz
: oblicuovde iones metdlicos, de esta manera los ob~
jetos proyectan una sombra hacia el lado opuesto al

. haz, produciendo un efecto tridimensional.

También se ha introducido la microscopia inmunoelec

trénica, la cual se basa en la visualizacién del --

complejo.virus~Ac especifico, la t&cnica ha’'sido)-="

muy utilizada en casos dificiles de diagaosgicar,'r'

ya que puede establecer tantoe la morfoloéia'viraixé L

4

‘como la determinacién de los Ags virﬁles (3f

Ocras tecnlcas desarrolladas rec;entemente son la- =

1nmunofluorescenc1a (IF) e anunoperoxldasa (1p), -

que. en la actualxdad son muy utilizadas en el diag-
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'a:colorantes -
Lgue_ pueden unirse

‘ié de ié,luzj—

s-formas:. ~ infeceidn cito
] :célplés;sbn'muer;as por el -
‘1ﬁf§§ci§h ao Eitoﬁaxica de estado estaciona-
'rid,Jén'la,cuéL,ylas c&lulas producen virus pero su
7 metabqlisﬁo no es afectado; la transformacidn celu-
lar, en la que el virus no mata a la cé&lula pero al
tera permanentemente sus caracteristicas. Todos --
estos cambios en las células infectadas, se deben a
efectos bioguimicos de los productos virales. Los
cambios bioquimicos generalmente coﬁducen a trans-

tornos funcionales y eventualmente a cambins cito-

patolégicos. La apariencia citopatoldgica del da-

fio producido en cultivos celulares por determinados

irus pueden afectar»ii
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‘d):

teristxco como para que se pueda emplear como cri-

‘terio de diagnéstlco. Mientras algunos vxrus pro-

v1rus es. con frecuenCLa lo suf;c1entemente carac=

_jc1nas no infectadas, formando sincicios (célulaS'

ggggqtes multinucleadas) tal es el caso del VSR; -

“otros virus producen cuerpos de inclusidn.

Determinacifn de la presencia de componentes vira-

:les. La cuantificacién de componentes virales en

céiulas, tejidos y fluidos corporales a diferentes

tiempos después de la infeccién, pueden utilizarse

“en el diagndstico de las infecciones virales.

De los componentes virales que se han utilizado -~
comunmente en el diagnéstico del laboratorio son:

protefinas virales, enzimas especificas y dcidos nu
cléicos. Las proteinas pueden ser detectadas en =~
células o fluidos corporales cuando se dispone de

anticuerpos en contra de &stas. Las enzimas pueden
identificarse midiendo la actividad enzimética. La
presencia de los dcidos nucléicos se puede determi-~

nar por hibridacidn.
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METODOS INDIRECTOS.

Los métodos indirectos. seibasante

inaila concentra-

cién de IgM,-hientfgé q A ;gQu darihfeceiﬁn se deter-
mina el'incrémenéafael1glcpnce;tr§ci6n de la IgG. La deter-
minaci&nldé;ias‘?hmgﬁégiébu;iﬁés:se hace por medio de la de-
teccidn de la inte:aécién.ahtigeno-anticuerpo. VLas técnicas
éomunmehée utilizadas soﬁi la fijacidn de complemento (FC),
neutralizaecidn (NT}, inhibicifn de la hemaglutinaci&n (IHA},
La sensibilidad de dicha interaccidn se puede incrementar si
a uno de los componentes de la reaccidn se le acopla un mar-
cador que pueda determinarse 2 bajas concentraciones; los mar
cadores generalmente utilizados son: fluoresceina o isotio-
cianato de fluoresceina en el casc de la técnica de IF; isd-
topos radiactivos en el radioinmuncensayo (RIA) y enzimas en
la técnica de inmunoensayo-enzimfitico (ELISA).

Para el diagnSstico de la infeccibn causada por el VSR
se han cstablecideo algunas técnicas, sobretodo para la detec-
cién de anticuerpos séricos entre &stas cstdn la NT, FC, IF,
ELISA (5, 8,10, 14). Sin embargo para poder realizar el diag
néstico preciso del virus, es necesario aislarlo, para lo -=-
cual se requiere propagarlo en cultives celulares y observar

el ECP.

a’respuesta . inmune’
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OBJETIVOS.

1)
. ‘cuahtﬂﬁicar ¥
2} Identificqr y confirmaril
'infeccioneé‘téépifaﬁorias
lizados.
ﬂIPOTBSIg.

Si el VSR se encuentra con frecuencia como unovde-los
agentes etioldgicos en infecciones respiratorias agudas y en
México este tipo de infecciones son de alta incidenciar en-
tonces el virus estard presente en algunas de estas - infec-~

ciones.
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MATERIALES BIOQLOGICOS Y METODOS
A) MATERIALES BIOLOGICOS.
LINEAS CELULARES.

Se utilizd la linea celularrHsé-ngcélﬁlgs Qe‘carpinomar'
de laringe humana) (86) que fueron pfopofcionaqasVahablemente
-por el Dr. Trudel (Instituto Armgpd/F?appiér;féanﬁdés se reci -
bieron en viales congelados de 2 ﬁ;. ébnimeaio ésenéialrmini-
mo (MEM) y se conservarohAa —iBﬁ?;rgﬁ‘kaﬁéqe cbnfhi;r6géﬁo'-;
liquido. ‘ / ) . )

Tambi&n se utilizaron las c&lulas ygro'ﬁcélulaé de ri-
fi6n de mono verde africano) (77) provenieﬁtés del-.laboratorio

de Virologfa, Pacultad de Medicina, U.N.A.M.
VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (VSR).

Se trabajé con la cepa Long (ATCC VR-26 American Type
Culture Collection, Rockville, MD, U.S.A.} tambié&n propdtcio-
nada por el Dr. Trudel. El virus se recibif en botellas de

cultivo de 25 cm?. de c#&lulas HEp-2 infectadas, ‘en medio MEM.

EXUDADOS FARINGEOS.

Las muestras ({(tabla $5) sé. obtuvieron ‘de dﬁé'égntrds'-
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; ﬁaiiéaadsvyagin

gos.
~B) - METODOS. . —
DESCONGELACION DE CELULAS.

Los viales de células congeladas de 2 ml. sé'dééinfec;
taron con etanol al 70%. Se descdngelaron en bafio Maria a -
37°C con agitacidn suave para homogenizar el contenido. Con
una pipeta se transfirieron las c&lulas de cada vial a una =
botella de cultivo de 25 cmz(Lux, 5350), con 5 ml. de MEM -~
adicionado con 5% de suerc fetal de ternera (SFT) (Sigma F30
10} antibibticos (penicilina 100 UI/ml (Sigma PEN-NA) y es-
treptomicina (loo,ug/ml) {Sigma-S6501) (en lo sucesivo este
medio se referiri como medio completo). Se homogenizé el con
tenido de la botella y se incub8d a 37°C en atmbsfera hiimeda -
con 5% de CO2 hasta la formacién de una monocapa confluente -

(generalmente entre los dos y tres dias de incubaecidn).
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PROPAGACION DE CELULAS.

tripsina. ‘Para esto primero

line") (PBS) NaliPo,

(Nacl 0.8%,
que también se retird por succ;&n, :
0.025% en PBS (Dibkco CTC- 1327), despuéb de -
se agreg8 tripsina {Gibco CTC-1327) al 0 DZSI en PBS .en cuam-‘j
to se observd a simple vista el desprendxmextno de la monoca—:r
pa, se detuvo la reaccibn agregando 2 ml. de medlo completo._ﬁ
Se homogeneizf la suspensidn celular; .se contaron'las'células-
viables en una clmara de Neubauer o hemecitSmetro; se ajhat&4~

5

ron a una concentracién de 2x10° cel/ml y se distribuyeron 5.

ml en dada botella de cultivo.

CONTEO DE CELULAS Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD.

La viabilidad se determind por exclusién del az@il de -
tripano (15} de la siguiente manera. Las c&lulas obtenidas
por desprendimiento con tripsina se diluyeron 1:10 en coloran
te al 0.2% en PBS, se llend con la mezcla cada una de las c&-
maras del hemocit@metro, sc contaron las células no tefidas -
que son las que permanecen viables (las tefiidas de aziil son

las muertas). Por cuadro de 1xl mm cada drea mide 1 mm2 y el
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cubreob]etos se encuuncra a una altura de 0. l mm el volumen

3

corresponde a 0. 1 mm™, sernuman las cu ntas obtenldas en 10

cuadrantes y se calculﬁ la: conce‘tracisn ] tde acuerdo

N = nfimero dé’éﬁlﬁlasfcoﬂtadi
10 = nﬁmero de cuadrancas

1000 = nﬁmero de mm en’ 1 cm
CONGELACION DE CELULAS.

Para congelar las células, &stas se ajustaron 5 una --—
concentracién de 1x10° cel/ml y se deposits 0.8 ml. en crio-
tubos de 2 ml (NUNC 368632) y se mezclaron con 0.8 ml. de me
dio para cengelar (50% de medio completo, 10% de glicerol y
30% de SFT) todo esterilizado por filtracidn y se mantuvieron
en la fase gaseosa del tanque de nitrSgeno liguide (Unidn «-
Carbide tipo super 30) por lo menos durante 30 min. y poste-
riormente se colocaron en su sitio dentro de la fase liguida

del nitrSgeno (-196°C).
ALMACENAMIENTO DEL VSR.
Se cosechd el virus extracelular obtenido en las c&lu-

las HEP-2, se sceparS una alicuota para.titularlo.y'el .resto

se congeld a -196°C.
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PROPAGACION DEL VSR.

Para propagarlo, el virus se'déséohgelé en baho Marfa a
37°C e inmediatamente se transfirié a botellas de cultivo con
monocapas de células HEp-2 o Véfq. ZLa infeccibn se hizo a --
una multiplicidad de infeccidn (m.q;i.) de 0.01, El virus se
dejd adsorber a las c&lulas 1 h a 37°C en atmbsfera hfimeda; -
el medio se retird, las c&lulas se lavaron Y se les adicioné
medio incompleto {sin suero fetal),rse incub8 hasta que se --
observs el efecto citopdtico (ECP) que es:la formacién de sin
cicios (generalmente del 3o. al 5o.° dfa). El virus se cose-
ché y el sobrenadante se.centrifugd-a 450 g. durante .10 min.:-

y se tituld y congeld a -196°C.
TITULACION DEL VSR.

Para titular el virus se prepararon placas de 24 pozos
(Limbro 76-033-05) con monocapas confluentes de cé&lulas HEp-2
y diluciones de 10 en 10 del virus en medio incompleto. De -
cada dilucidn se tomS 0.6 ml. y se infectaron 3 pozos con 0,2
ml. en cada uno, se. incubd a 37°C 60 min. ée retird el -
indculo y se lavd para después agregar 0.5 mi. medio de metil
celulosa {Sigma. M. 0512) al 1% en medio incompleto. Se in-
cubd nuevamente de cuatro a cinco dias para gque apareciera el
efecto citopitico, después se retird el medio para fijar con
una mezcla de ctanol 20% con 5% de &ter o bien con formalde-

hido al 4% durante 10 min. para luego tefiir con Giemsa - -
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que contenifan células HEp-2, se 1ncubaron a- 37°C en atmésfera -
h@Gmeda con 5% de CO, hasta observar el—efECtO'CLtOpﬁtlcO, la
incubacién se prolongd 10 dfas. A las muestras que no presen“
taron efecto citopdtico se les dieron dos pases.en celulas -

. HEp-2, si después de estos pases no se observ6 el efecgo ci~
topdtico se consideraron negativas.. Las muestras pogitiyas~n;
se cosecharon y se centrifugaron a 450 é durante 10 min, f‘é

los sobrenadantes se conservaron a -196°C.
INMUNOFLUORESCENCIA.

Para la realizacibén de esta prueba se crecieron cé&lulas

Vero en placas de 96 pozos, una vez gque se formaron las mono-

capas confluentes se infectaron con las muestras que resulta-
ron positivas por efecto citopdtico, se incubaron a 37°C en
atmésfera hfimeda con 5% de Cozdurante 48 horas, luego se la-
varon con agua destilada o PBS y se fijaron con formaldehido
al 4% durante 10 min. Una vez secas se cubrieron las célu-

“las con el anticuerpo anti VSR (Dakepatts. B344) diluido 1:20
en PBS y se incubd 60 min., A continuacibn se les dieron dos

lavados con PBS de 3 min. cada une y un tercerc con agua. Se

cubrieron con la inmunoglobulina de carnero anti-conejo - -
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“(1:25 en PBS} 45 min. se lavs cénysgdd‘de la llave y se con-
“taron las placas virales en el mlcroscopio de aner516n (SW~
VIFT Mod, 8180059) y se calculd el tftulo segln el nlimero de
placas y la dilucidn, el titulo se expresd en unidades forma
doras de placa (UFP} por ml. (UFP/ml) (en placas de 98 pozos
ée cuentan aproximadamente 30 placas virales en cada pozo ¥y
en placas de 24 pozos se pueden contar md3s de 100 placas vi-
rales).  El titulo viral se calculd de la siguiente manera:
se multiplicS el nlimero de placas por el factor de dilucidn

y por cinco (correccidn:para 0.2 ml. de inSculo).

CONSERVACION DEL VSR.

Para conservaf el virus se utilizaron dos estabiliza-
dores: MgSO,, 1 My glicerol 10%. Ei sobrenadante de un cul-
tivo de c&lulas HEp-2 infectadas con el virus se cosechS el
dig S50. postinfeccién (p.i.), se centrifugd a 450 g por 10 -
min. y el sobrenadante libre de c&lulas se mezclé v/v con ca-
da uno de leos estabilizadores. Se hicieron alicuotas de 2.0
ml. gque se guardaron a 4°C asi como alicuotas del virus sin
_ningln estabilizador. Cada semana se determind el tftulo del

virus. El virus se conservd durante 8 meses.
COLECCION DE LAS MUESTRAS CLINICAS.

9 Los exudados farfngeos de ninos con infeccifn respira-

toria aguda se tomaron con un hisopo y se colocaron en tubes
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dllulda 1 40

‘dad, Pasado este txempo S

‘‘cero.con agua. “se observ ‘an’

(zcxss modelo ‘III RS) :

Los controles negat
fectar y cé&lulas xnoculada
cién aparente, los control>
lulas vero 1n£ectadas con el VS

la misma manera.
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RESULTADOS

CINETICA DE FORMACION DEL SINCICIO.

en el cuadro 3. Los t;empos vnn de 24 h. p.;.va—84

:iSe conté el nﬁmero de nﬁcleos y se determind el dlémetro apro o

‘ximada de la placa viral. Como se puede observar en»lavflgu--f

ra 4, el sincicio se visualizd con mis.claridad-a partif,dé:—‘.*‘
:laé 52 h. cuando se pueden contar perfectamente: los nﬁéléos]“'.
de 72 a 100 y se puede medir el difimetro de la placa, dé 300

a 320 pam; aunque a las 48 h. ya es peosible distinguir las pla

cés y se pueden contar hasta 36 pla:as por pozo en cajas mul-
tiples de 96 pozos Yy hasta 100 placas en cajas multiples de =

24 pozos; el didmetro de las placas fue de 150 a 170 um. con

14 a 20 nGcleos, las placas mids grandes sc presentan a las 84

h. con un tamaifo de 350 um. y con alrededor de 100 nGecleos.
CINETICA DE PROPAGACION DEL RSV.

La cinética de propagacién del virus se determind en dos
lineas celulares (HEp-2 y Vero), para 8sto se determinaron los

siguientes parﬁmetrosi"titulo viral, contenido prot&ico .y -
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v'elivalo 4 iral méx;mo obten;do en ambas lxneas ce

336 000 UFP/ml la act;vxdad especifxca (UFP/mq'de proteina/

ml),fue;de 23 sno UFP/mg/ml. y se obtuvo al quxnto dfa p.i.
En qémbéﬁ; en las células vero el titulo viral mdximo se ob—
tuve al tercer dfa p.i. y fue de. 350 000 UFP/ml. Y la activi
dad especifica fue de 205 000 UFP/mg/ml.- Aunque no se obser
v6 diferencia en los titules y en la actividad especifica --
obtenidas en ambas lineas celulares, si hay diferencia con -~
respecto al titulo por dfa y al dia en gque se obtuvo el tfitu
lo viral miximo, ya que en las c&lulas Vero el titulo desde

el primer dia fue elevado (13 000 UFP/ml) y al tercer dia se
alcanzd . el tftulo miximo y el descenso es mis r&pido como --
puede observarse en la figura 5 y en el cuadrec 4, en las cé-~
las HEp-2 el titulo inicial és muy bajo en el primer dia p.i.
pero fue increment&ndose hasta el dfa S cuando se obtuvo el

tftulo miximo y cuando &ste empezd a descender.

HEp‘Z eL tituls viral miximo fue de |
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-CUADRO 3

cmsrm\ DE_FORMAGION DE LA PLACA DEL VSR
- DIAMETRO DE . NUNERO' DE
LA PLACA. NUCLEOS
. {um) R

70,280 7-10
150 2170 RTINS PR T SRS
- 200 - 250 41 --70
~300 - 320 72 - 100
350 1on

CAlas 7_2 Iléi-as 1as plaeas se pueden distinguir con
¢laridad y se pudicron centar. hasta 300 placas por-
- 'pozo-{caja maltiple de” 24 pozos).

CUADRO 4 .
e CINETICA DE PRODUCCION VIRAL
3 "7 DIA TITULO CONT. PROT. ACT.ESP.
EELU,MS podo o UFP/mb mg/ml. UFP/mg/ml
250 1.2 ‘208 x 103
2 500 1.2 2.083 x 103
6 000 1.2 5.0 x 103
26 000 1.67 15.5 %103
336 000 1.7 223.5° ' 10y
29 000 .77 260 x 10y
1 000 77 1.2 x10
: 1 13 060 .93 . 130 x 103
: - 2. 295 000 1.4 210.0 % 103
VERO 3 350 000 1.7 £205.0: - x:103
4 50 000 1.0 50,0 %10

p . = Puscinfccciun.

UFP/ml = Unidades Formadoras de Placa por mililitro.
CONT.PROT, = Contenido Protelco.

ACT. ESP, = Actividad Especifica.
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FIGURA 4

Cindtica de formacidn del sincicio por el VSR,

Se puede observar el niimero de niicleos a diferentes
horas: A) células sin infectar; B) a las 24 horas
p-t.; €) a las 48 horas p.i.; D) a las 72 horas -
p.ies E} ¥ F) a las 84 horas p.i.

A) vy F) 40% ¢ B, C), D), E) 100 x.
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FIGURA 5
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ciwftica de produccién del VSR en dos lineas
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CONSERVACION DEL VSR.

Se intentd preservar la infectividad del virus a 4°C. -
utilizando como conservadores sulfato de magnesio (Mgsoq) 1M
y glicerol al 10%. Se observé el efecto del tiempo de almace
namiento sobre el titulo viral, desde un tiempo cero hasta 32
semanas. El tftulo con que se inicib el experimento para los
dos estabilizadores fue de 50 000 UFP/ml. Utilizando el sul-
fato de magnesio, a las 32 semanas se obtuvo un tftulo de --
39 000 UFP/ml mientas que con el glicerol en la semana 32 se
encontrd un titulo de 24 000 UFP/ml. En tanto que con el ex
perimento testigo se empez8 con 125 000 UFP/ml y a las 32 se-
manas el tftulo solo era de 2 000 UFP/ml. Estos resultados
se pueden observar en los cuadros 5 y 6 en la figura 6 en las
que se observa la relaci6n del tiempo de almacenamiento con
el titulo viral y con el procentaje de scbrevida {que se en-
cuentra expresado en Log base 10). La infectividad en la se-
mana 32 como se observa al utilizar el MgSO4 se conservs en
un 78% con glicerol 48%, en tanto que en el testigo fue solo

del 1.6 %.
AISLAMIENTO DEL VSR EN MUBSTRAS CLINICAS.

Se obtuvieron 34 muestras clinicas (exudados farinhgeos)
las cuales se inocularon en c&lulas HEp-2, se les dieron tres

pases para confirmar el efecto citopitico caracterfstico del

Ul
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| . CUADRO. 6

EFECTO DEL TIEMPO DE ALMAGENAMIENTO EN EL PORCENTAJE DE SOBREVIDA

TLENPO CONSERVADOR
(semanas) ¥gso,’ GLICEROL TESTIGO
) : PORCENTAJE
INICIAL “100 £ 0.00 100 ¥ 0.00 100 * 0.00
i " 99X .00 50 £ 8,08 0% .22
C 2 88 £.2.31 49 ¥ 9,50 8% o.46
o e 4,230 +8 ¥ 5,29 2.56 L 0.16
32 8 % o.43 1.60 ¥ 0.0
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vsa. rn el prlmer pase 16 nuestras fue:on posxtxvas ‘para’ al’

sitivas se‘aqrupan gn”

- INMUNOFLUORESCENGIA.

Para comprobar la,presénéiar§él antiggnbfy;ral en las-

células que mostraron ECP caracﬁéiiétiéo {sincicios), se =~

buscé la presencia del antigeno viral por inmunofluorescen-
cia en c@lulas Vero infectadas con el virus aislado daspués
de tres pases. En las figuras 11, 12 y 13 se muestran algu~-
nas de las reacclones obtenidas por esta téenica, observadas
con iluminacidn luz ultravioleta {U.V.) y normal, asi como
un testigo pesitivo y el negative en células Vero, Las mueg

tras probadas fueron las 9 positivas y algunas en las gue no

se presentd el efecto citopdtico, pero solio las qu :sifhabianv'

desarrollado dicha efaocto, presenthfbnjia';chcciﬁn da IFf ==
pusitiva. . ’ Ko
De los 10 testigos negativos ﬂinguno preéentQ.B.C.P. ni

dio una reaccibn de IFI positiva.
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o de cada --

e aprecia que estos -

"‘observar en’las figuras

sresentaron efect

SHEp=2, )y 7“ya”ho'l

- INMUNOFLUORESCENCIA. .

Para comﬁrobar la presencia del-anéiéeno viial en las
c&lulas que mostraron ECP caracteristico (Eincicios), se -
buscd la presenciardel antigeno viral por inﬁunofluorescen—
cia en c&lulas Vero infectadas con el virus aislado después
de tres pases. En las figuras 11, 12 y 13 se muestran algu-
nas de las reacciones obtenidas por esta t&cnica, observadas
con iluminacién luz ultravioleta (U.V.} y normal, asf como
un testigo positivo y el negativo en cé&lulas Vero. Las mues
tras probadas fueron las 9 positivas y algunas en las que no
se presentd el efecto citopdtico, pero solo las gue si habfan
desarrollado dichc efecto, presentaron la reaccidn de IFI_--
positiva. . e

De los 10 testigos negativos ninguno present§ E.C.P. ni

dio una reaccifn de IFI positiva.
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FIGURA 7

lulas HEp-2

é

Efecto citopiitico del VSR en c

pet.

dia

BY 4o,

A) sin infectar

(cepa Loug)
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Efecto citopitico del VSR en células Vero:

A) sin infectar; B) 4o. dfa p.i.
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FICURA 10

Efecto citopitico del VSR aislado de una muestra de
exudado faringeo, en Jer. pase en células Vero al.-
40, dla p.d.
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FIGURA 11

Inmunofluorescencis de los antfgenos del VSR aislado

de un exudado farfngee: A) con luz U.V,; B) con -

tluminacién normal.
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FIGURA 12

Innunofluorescencia de los antigenos del
en c€lulas Vero;

VSR cepa Long,

A) con luz U.V.; B) con iluminacidn

Pormal.
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FIGURA I3

lanunofluorescencia de

los antIgenos del VSR:

A) muestra positiva; --B) control negativo.

34.
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MUESTPAS 0BT DAS
DE FEBRERO A DICIEMBRE GE 1986

, E.Cob.* . ‘
MUESTRA  FUENTE EDAD gé;g DE . praguosTICO (sincicroy -
. . e LF) - -
L2
SR 10 meses 5 dfas £fndrose Coquiluchaide = = = -
2 L0 meses 48 horas  Eronguiolitis .- -
3- 3 zeses 3 horas  IRA - -
& 3 meses 4B horas  IRA P AR ;
5 3 ahos 24 horas IRA - -
& 5 oesas 2% horas  Erencuislitis v L
7 & reses  oh noras  IRA * - -
8. . 7 cescs 24 horas Asma L - =
- .9 2 meses 19 horas  Asma bronquial T e
0 10 meses. 24 horas  IRA ~= - e B
- RS B 110 meses .. haras  IRA - e
12 10 @eses 18 horas  lRA -l TS
13- 10 ceses 2% horas IRA. —— o
; L3t 1l meses . 24 horas - Chediack~Higzashi L el -
15 1.3 afles 24 horas  Sindrome de Wiswott - E -
: Aldrich e imgc.vival :
. agregada. ol ¥ 5
15 afios 24 horas  1RA - +
4 afios 34 horvas  Rinofaringitis viral LA +
iupeses 24 horas  Eropquitis aguda. PO
: - 12 neses . 24 hovas Rinoiarimgltis viral - = - -
£ 25 afios 4 horas  Bronquiris apuda. IR N
E . afios 18 horas Bronquicis aguda - -
. 6 afies 48 horas Ripofaringitls . -
7 afos 72 horas  Asea Bronguial Aguda T+ +
3.4 afioy 24 hovas  Aspa bronquial Aguda --- -
& afios 24 horas  Asma .- -
- 8 meses 24 horas bronquitis aguda + +
K 3 afies 4 horas  Asma Bronquial Aguda ERI -
28 11 oeses 2 horas  Asma Bronquial Aguda --- -
P 29: 10 afios 24 horas  Asas Bronquial Aguda 4 - - -
30 - 10 meses 24 horas IRA + - - -
1731 10 ceses 3 hora¢  Asma + - -
©:32 10 meses 24 horas 1RA -- - -
33 7. mnses 3 heras  IRA --- -
N 34 3 meses 24 horas HBronquitis Aguda -- -
\ . GRUPO CONTROL . :
1 & meses . - -
2 6 neges -- =
3 5 mescs - .=
Tk 6 wmeses -
-5 12 nmeses ---
& 14 neaes -
7 B meses
B 577 7 meses o
9 T meses
1o 8 meses

s H.G.P. » Hospital General - Unidad de Pedtacria.
. 1.N,P. = Instituto Noclenal de Fedtacrfa.
T * E.C.P, = Efecto Citopltice.
*% I.¥, = lpzunofluorescencia. N S :
1, 2, 3 = Niinero de pases. Lo d ; : ! S




CUADRO 8

.. MUESTRAS POSITIVAS POR E,C.F. Y POR.T.F:

CPIAGNOSTICO | . 1)

gRoNQuIOLITLS.

** ASHA. BRONQUIAL. b
" SINDROME DEWISKOTT-ALDRIGH.
AL .
RINOFARINGITIS,

BRONQUITIS AGUDA.

BRONQUITIS AGUDA,

ASHA BRONQUIAL.

BRONQULTIS AGUDA.

56



‘ih.,p i.rsin embargo,

pero-una vez que el virus-se: adapté ailas= ccnd1 4

pagacidn, su repllcac16n fue constante Y. la clnétxca de for

macién del sincicio se hizd reproducible.
Otro factor de relevancia parar determinar él ECP fue -

la tincibn de las cé&lulas infectadas ya que si la obséfyéeiﬁﬁ‘ o

se hace directamente, no se logra una buena determinacidn.

Se eligid la tincidn de Giemsa, pero fue necesario buscar un

buen fijador de las c&lulas, para ésto se probaron tres

tipos: 1) formaldehido al 4%; 2) una mezcla de etanol-&ter

(208 y 5% respectivamente) y 3) acetona frfa. Los dos primg

ros dieron buenos resultades, mientras que con la acetona las

células aparecfan como cristalizadas. Por otro lado, la tin

cibn de Giemsa did buenos resultados, por lo que-el fijador

que se utilizé rutinariamente fue el formaldehido al 4%. -
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En cuanto a la prupagacién vlral en- las dos aneas ce-~: .

lulares utllxzadas, lcs :esultados mostrados en la fiqura S,
‘nos indican que una vez adaptada la cepa v1ral a las lineas
celulares, el virus se propaga con la misma eficiencia en -
ambas lineas. Sin embargo, la propagacidn fue m8s ripida en
células’ Vero ya que entre el 2o0. y 3Jo. dia p.i. se obtiene -
el titulo mis alto de virus infectivos, mientras que en las
células HEp-2, &sto se logra entre el 50. y 6o. dia p.i.
Esto posiblemente refleje que la expresién viral asf como la
" lisis celular y formacidn del sincicio es mis lenta en c&lu-
las HEp-2. Cabe sefialar, de manera interesante que en ambas
lineas celulares se obtienen valores similares del titulo de
infectividad y de actividad especifica, mds afin, el incre-
mento en la actividad especifica es simultdneo al de la in-
fectividad, lo cual se observa en ambas lineas celulares.

Un problema adicional que presenta el trabajar con VSR
es que la infectividad disminuye apr.ximadamente el 10% cada
vez que el virus se congela y descongela, esta observacifn -
resulta congruente con las propiedades reportadas para el --
virus (59, 61), el cual es muy l&bil a los cambios de tempe-
ratura. Por tal motivo se decidid buscar un conservador --

. para almacenar el virus a 4°C. ,
* Las-sustancias utilizadas fueron el sulfato de magne-
sio 1 M y el glicerol al 10%; el sulfato de magnesio fue el
mis eficiente, ya que conservd la infectividad del virus en
un 30% mis quec cl glicerol y un 76% més con respecte al tes-

tigo en un periodo de 224 dias. De esta forma, el utilizar



fSTA TESIS MO SR
SR BE LA BBLOTELR

sulfato .de maéhe' l 1 M permlte almacenar al VSR a 4°C.

‘manteniendo sutinfectividad alrededor de un 78% por periodos

a alta concenffaciﬁh del sulfato de mag—",
) por lc que se dehe dilu;r

ncentracxﬁn menor que no- dafie a las células

endo 1a 1nfect1v1dad del virs‘

meinto, en comparac16n al uso. de aspxra—

L:clén nésofarinqea (59, 60, 61}, sin embargo, por dificulta-

t cnxcas en los hospitales donde se recolectaban las

L muestras, el exudado faringeo fue el método mis apropiado.

La presenCLE del antfgeno viral se determin§é en un

' ptlnClPlo por inmunofluorescencia de manera directa sobre las
’células‘del exudado, de esta forma los resultados obtenidos
no puedieron comprobarse por ECP, ya que resultadcs positivos
po? IF no eran confirmados por ECP, pogiblemente la té&cnica

d

VEF;;egplté ingspecifica,rgs deci;, determind falsos posi-

vfivos oyﬁal vez la concentracidn del virus fué insuficiente
paza anectar el cultlvo celular y mantener el ECP apreciable

o el vmrus suE:ié algin dafioc durante el transporte y asi no

produ;u ECP.



Pof tal motive-se decidid infectar con las muestras del
exudado de mineraid;recté a los cultivos celulares en presen=
gié dé altas concentraciones de antibi6ticos, ‘con el prop&-
sito'de.realizarrvariés pases del‘virus Yy ver un mejor efecto.
En sicte. casos se observs un efecto citopitico en un primef
-pase, pero en pases sucesivos, este efecto desaparecid, ade-
mds al realizar la IF, no se observd la presencia del anti-
gene viral. Es posible que dicho efecto citopdtice inicial
se debiéra a toxinas bacterianas o bien, a otro virus que no
‘se propag6 en las lineas celulares utilizadas y que al realj
zar los pases subsecuentes, &stas toxinas o virus se fueron
diluyendo. Cabe senalar gque todas las muestras positivas por
‘IF tambi&n lo fueron para ECP en mds de dos pases, lo que --
mﬁestra una correlacién del 100%. Esto indica que el ECP se
mejora al hacer pases sucesivos de la muestra, y que lo que
se pensaba era inespecificidad de la técnica de IF, no era -
-sino baja sensibilidad de la té&cnica para observar el ECP.
Por otro lado el 66% de las muestras que fueron positivas --
tanto para IF como ECP, correspondiercn a muestras de pacien
tes con infecciones de los bronguios, gue es el sitio donde
el virus se replica de mejor manera.

Ademds el 55% son pacientes menores de 24 meses, edad
en que se presenta con mayor frecuencia la infeccifn por VSR.
.Es interesante notar que en un paciente de 15 afios presentd
la infeccidn y aqui podria tratarse de una reinfeccidn, ya -
que se-hal visto gue nifios. que presentan la infeccifn en los

primerds meses de vida pueden tener reinfecciones recurrentes
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a lo largo de su "Lda (4 4, 45)

dria’
para-
" poco *1in
sinﬂembafgo,,para asegqurar &sto, tendri
fétudio coﬁ.un mayor nGmero de muestras}‘

' Otro dato interesante gue se observa
tados,. aungue se trata de una muestra pequeha,,es que’ el 44%
W‘de los pacxentes con problemas en b:onqulos, present6 infec-~
. c16n con VSR, lo cual se aproxima a los resultados obtenidos
por Kim y col. en Washington, D.C. {50}, quienes reportan =~-
que un 54% de los pacientes con problemas en bronquios pre-
sentaron infeccidn por VSR.

Tomando en cuenta la importancia que tiene la infec-

cifn por VSR, es necesario hacer ‘estudios epidemioldgicos

mds amplios sobre este virus en nuestro pais.
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las ‘sigu

15 EL Viius'Seibropagé én las ‘célula

2)

3)

4}

5}

6}

7

ientes:

con altos tftulos.

- Las. condiciones Sptimas de—éfopégaci&nﬂtherap: la

multiplicidad de infaccidn de 0.01 UFP/edlen las -
dos lineas celulares: dfa indicada para'cosechat =
el virus: el 3o. cuando se crece en c¢8lulas Varo

Yy el 5o. cuando se crece en células HEp-2. 7

En la conservacién del virus, se encontrf que el -
sulfato de magnesio mantiene la infectividad por -
largos periados a 4°C.

Se encontré gue de 34 muestras probadas, en nuesve

de ellas que es el 26.4% se logrd aislar al virus

y observar el efecto citopitico caracteristico.

Por medic de la inmunofluor2scencia indirecta se -

comprob$ la prescncia de antigenos virales{ 1o que

verificd las muestras positivas.

El aislamiento del virus en cultivos celulares 'y la
prueba de inmunofluorescencia son t8cnicas eficienw
tes para el diagnSstico del VSR.

Por los resultados obtenidos, se concluye que el -

VSR Eue aislado de nifos hospitalizados y es uno de

agudas en nuestre pais.

los agentes causales de infecciones respiratorias -.
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De manera que-utilizando’las' ‘condiciones establecidas

. en este trabajo- se ‘puede aislar y:p:dpé;ga'r:alb VSRL
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