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RESUMEN 

. ' -· ) ' 
:.: _:,. :.,·._. : _, .-_ ' ... ', . ·. 

En el presente·. trabajo.·se. e"stablecieron ·-las :·corldici.o. -

nes 6ptimlis -~-~-~-ª·.::~,!;~~-~-~-~~\ ·' ~i~-~-~i:~fc~:~:;'.Y ·;con·a·ervar. al>-· virus 
- " ... ; ; .. :: . _:_:.,_:. --~ 

· si·nci~ial ·.r·es·p·i_r~'f<?~~~\: tVsa)·,~·--~ep~-::Lo~9~· Lo·:· cUal se · ·realiZ6· 

en __ do·s , ltne·~-~!i~·~r~:{'~-;:~-~-;-·::··,-~~p~~ ·_:_;. Vero_;.-·á·· 'di'~erSils :fu~-i~Í-~i{¿~-¡_ -
d.id~s{~e '.: i~~-f-~~~}¿~~i-, .:i~·;_;d~·~·e;~-{~~- :lá · ~-~;~~li~-¿{;~~~I-:~:~c;~~'~:i~-.. 6:{~í2 ·.>: 
pá ~:i~ci:}¡·;~~!tÍ-~:~{-5%:~\~:~1:~~-¡~~-Í~¡·¿-t,. ,~~ é"St~J·~·~d-~~'._: ~~i '. -~i·_~é~i-~a 
-~d~~-pr~pa:~~~~~~,-~-_v¡t~-~- y·:se prOb.:ir!=>n .di'~~-r-~-~te~·'.:·~~·ri~~~rvador~s 

~-·· 

(~-ulf~io' ~·de -m~:9ne~-io ·.1M Y gliCerOi _al :··10 .~\) P~ra--Inantener la 

infectividad viral. 

Tanto la linea Vero como l~ UEp-2 permitieron la propagación 

del virus con la misma eficiencia, la multiplicidad de in-

fecci6n elegida fue de 0.01 UFP/cel, el efecto citop§tico se 

observó a las 48 h y la infectividad viral se mantuvo en un 

78 \ durante 224 d!as de almacenamiento a 4°C con sulfato de 

m~gnesio lM. 

Se estudiaron 34 muestras de exudado faringeo de niños 

hospitalizados por infecci6n respiratoria aguda {IRA) para 

confirmar la presencia del VSR por observación del efecto ci 
topático y detección del antigeno viral en células infecta -

das, por la t~cnica de inmunofluorescencia indirecta. 

De las 34 muestras estudiadas , nueve (26.4\) fueron poslti-

vas para el VSR por los dos métodos. 



INTRODUCCION 
,,-, .. 

Las·:·1nfeCciOne·s~'_de1: tr'itCto ~~s~~:rat~iio son un· problema 

mundial de _salud· ;pública, --~n_: iós :··~~):~e-~· !3:"- _desarrollo presen

tan una alta tasa. de· ~orb~·lida~· Y. Íriort.Í{lidad Principalmente -

en ñiños pequeños. La morbiii~a·d y mórtalidad total estimada 

de estas infecciones es de 240 millones y de 10'850,000 casos 

anuales respectivamente (72). El agente causal nt5s frecuente 

de estas infecciones es la bacteria Streptococcus pnoumoniae, 

a la cual se le considera responsable de loo· millones de ca-

sos de morbilidad y de 100 millones de muertes al año (721. 

Sin embargo, los virus también presentan tasas altas de mor-

bilidad y mortalidad, los m5s importantes son: virus del gr~ 

po de parainfluenza, se les considera responsables de 75 mi-

lloncs 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, cl!nicamente pueden 

agruparse en 8 síndromes de acuerdo al sitio anatómico afee-

tadoi resfriado común, rinitis, faringitis, laringitis, la-

ringotraqueobronquitis ("croup"), traqueobronquitis, bronqui~ 

litis y neumon!a. Con frecuencia una misma infección involu

cra m~s de un sitio anat6mico. 



A .gr~nde~ rasgos ·puede aSigriarse"ú-n'· ~~~·~rome·:.e~P.ecifico 
a .,un Virus determinado, au~que·· nO ~~~-¡~~~-r·'~~ este criterio es -

v5lid0 ya que un mismo virus p'ucde· ·o·rigillar ·1os sindromes. 

Por- lo que con base a manifestaciones· clínicas no es posible 

identificar con certE!za al agente etiol6gico. Virus de las 

Seis .diferentes familias pueden causar cuadros severos. Sin 

embargo, estudios realizados en niños menores de seis meses, 

muestran que el VSR es el agente etiol6gico del mayor número 

de bronquiolitis y neumonías que requieren hospitalización y, 

de la mayoría de las infecciones nosocomiales de las vras re~ 

piratorias en los pabellones infantiles (1, 16, 17, 38, 40, -

48) . Aunque la infección por el VSR en niños es endémica, su 

incidencia se incrementa durante los meses de invierno y pri-

mavera, cuando alcanza niveles de brotes epidémicos (36, 40). 

La infección por este virus en personas mayores es frecuente 

y puede ser mortal (41, 44, 45), más aún en años recientes -

las infecciones por VSR en la niñez se han asociado a proble-

mas pulmonares posteriores (44, 45, 76). 

El virus se encuentra ampliamente distribuido a nivel -

mundial, con excepci6n quizá del norte de la RepGblica Popular 

China, donde los adenovirus son responsables de la mayor parte 

de las infecciones respiratorias (72). 

En todos los países donde se han realizado encuestas co~ 

fiables, se ha encontrado que aproximadamente el SO\ de los -

infantes adquieren la infecci6n en el primer año de vida y -

para los dos años de edad casi el 100\ de los niños tienen a~ 

ticuerpos antivirales. 
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Las infecciones m5s- Séve·ras ·se .. 'pre!Ú~ntan e~:'.infafi·t~s dá 

dos a seis meses; las reinfecciones ~O~-°' f~~-ci:\ient-~~- -~~ :·i~ :·h.i~~-~ 
y en la adolescencia y se presentan a pes.ar -'d~ -~lh~S )~~t·l::~-ul~~- · 

de anticuerpos antivirales s~ricos. ·(1:2 ,---~k·:- ;~9~ >·{?> :~ ~~(-~·S~:~~~~~ 
do a recientes observaciones, la S. irifec::ci.~6·~~~\····~~-J~·~~~~~;~~·~-~~~- ~·1 
VSR pueden tratarse con ribavirina en aeroso(_\~~-;~: 4~):_:. ':-~'Sin: 

embargo, para mayor eficacia es necesario que la ~!?rap~~ se 

prescriba al inicio de la infecci6n y para ésto es necesaiio """.: 

la pronta y confiable identificación del agente etiol~gíco. 

Para tener la certeza de que el VSR es el agente etiológico de 

la infección se puede aislar el virus y en cultivos celulares 

confirmar el efecto citop&tico característico y la presencia -

del antígeno viral. Este método por aislamiento aunque labo

rioso y costoso es muy seguro y se utiliza como referencia (5, 

10). También es posible detectar al virus por observación di-

recta del espécimen, ya sea mediante el microscopio electróni

co o por identificación con técnicas de inmunocitoqutmica (3,-

9, 47,51), este criterio aunque 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 desda 1959 (11} en el cual, se menciona que, desde 1929 se 

consideraban tres stndromes respiratorios (neumonías, infec

ciones por virus de influenza y tuber~ulosis) como Gnicas en

fermedades respiratorias, la bronquitis en cambio se incluye 

a partir de 1955. en el cuadro 1 se indica la mortalidad por 

estos stndromes. 



Durante el periodo de 1929 a 1955 la mortalidad más ele

vada correspondi6 a las infecciones intestinales mientras que 

las infecciones respiratorias ocuparon diferentes lugares (del 

Jo. al loo.). La informaci5n reportada durante 1929 a 1975 -

se refiere únicamente a mortalidad causada por enfermedades i~ 

fecciosas, sin embargo, a partir de 1976 se reporta la morbil! 

dad, como puede observarse en el cuadro 2 y figura l. Y desde 

1978 el ler. lugar de morbilidad lo ocupan las infecciones re~ 

piratorias con 46.Bi del total de enfermedades infecciosas y -

desde entonces se han mantenido en primer lugar aumentando el 

porcentaje cada año, micnLras que la mortalidad por las mismas 

infecciones se ha mantenido (figura 1 y figura 2). 

Además se observa un incremento en el número de padcci--

mientas respiratorios de origen infeccioso por lo que se incl~ 

yen en un s6lo grupo como infecciones respiratorias agudas - -

(IRA) (incluyen amigdalitig, resfriado común, rinitis, asma, -

faringitis, laringitis, laringotraqueobronquitis, bronquioli-

tis, bronquitis, neumonía, etc.) (18). En la mayor parte de -

los report~s, los padecimientos de las vías respiratorias se -

incluyen en IRA, no obstante en algunos reportes se espccif ica 

cuando se·trata de bronconeumonta y neumonía o bronquitis. 

El grupo mSs afectado por neumonias son los menores de -

un año (figura 3}. En México las infecciones de las vtas res

piratorias bajas en niños menores.de un año presentan la inci

dencia de mortalidüd más alta (18, 28), quiz:i el agente etio-

16gico más importante sea el VSR. No obstante, no hay estudios 
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al respecto; )C?s a!lAcos: .re.portes· ~ohre.:este 'virus ~on- presE7n".'" 

tacio~es· en·->con9reso5. nacioncll'es y' se ·refi:Ci-en. al ·aisl"a.~ierito 

del viius·.Eú~ muestras ~-·.¿:n·¡~:a~··.·~- .a -~~~~·¡~as:,_··ae ·propagación y 

pur i f icac ió~ _ ~~.·:·:~-~ ·.'~e~-~~-~~e :.·~~ ~-~:~E7nc·¡:a .· ~~-.ng_, ( _B 3_ t ~ 
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NFl.UENZA Y NEUMON!AS 

BRONQUITIS 

UBERCUWSIS 

CUADRO I 

DEFUNCIONES 

185 018 

29 009 

28 580 

TASA x IDO 000.Hb&; 

Mexicana de 1955 a t9S7. 

información obtenida de: Salud Vúblieu .en ··j.u;xf~~·· (!_~:S:9):c~ 
,':'.'n· ·.':~:')·' 

A~O 

1929-1931 
1955-1957 
1969 
1970 
1971 
1972 
1973 
1974 
1975 
1976 
1977 
1978 
1979 
1980 
1982 
1987 
1988 

CUADRO 2 

· TASA DE MORTALIDAD 
100 000 habs. 

476.0 
2 200.0 

l7 .o 
·20. 7 
17.6 
17 .8 
10.8 
12.5 
8.6 
9.9 
6.2 
4.2 
4,2 

36.88 
36.0 
36.0 

TASA DE MORBILlDAD 

ioo ººº hab~. 

235.9 (ya como-
1 244. 7 IRA). 
l 406.6 
l 681.0 
J 425.0 
6 627 .o 

10 724,0 
- 13 017.35 

Tasas de mortalidad 'J nmrb1lidad de 1929 a 1988. 

lnfortn3ción obtenida de: Salud Pública en México (l 959) y 
Epldemioloi;.fo (1979-1989). 

7 



10 

11.-L-"--'--'--'-'--'-'-'-'--'-'-'-'-..L-'"-'-'-~ 
'Ul8Q 1978 

Mo 

- Mgrtelldod -+- Morbllldod 

mea 

_ Mf)rt~'ll~dad y _Morbilidad por infecciones respiratorias. 

Información obtenida de: Salud Pública en México (1959); 

Epidomiolo2!a (1979-1989), 
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In!. ln1ea 
22.0 Olrm 

24.ó 

FIGURA 2 

<::::··In!. lntao. 
. 17.02 

Prlraolt. 
e.21 

Causas principales de padecim~entoa tr_'.1ntrnii_f!_ibleso-en __ e~- D. lo' • 

A) 1978; 8) 1987. 

Información obtenida de: ,Epide111iolog!a (1979-1989). 
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Mortalidad en 1987, pOL" neumonías y bronquitis por gr:-upo .de 

edad. (Información obtenida de; Epidemiología !979-1989); 
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ANTECEDENTES. 

CARACTERISTICAS DEL VIRUS ·'sr~brcrÍl.L' RESPIRATORIO. 

En 1956 se aisló:.~~-'?~1_im_(,.~~~~s y se le conoció como -

agente de la coriza' :tr~~f~:.iad~)·.~.-de'-~los .chimpac~s (63J. En los 

años 60s al VSR ae·.ie '_:~;~-~~i.:6:p¿:i.:·:p_~i-mera· vez con bronquiolitis 
.' .' .. «•- ,. . . --

y neumonías de humarlos::;ya" que:· c·h-;;u~_6Ck- y Fiudenberg ·_:(Se/,."59,_.<jrn" -
61.) lo aislaron da n~:fi~:-, -6-~h: I:;:(ieb:~;i-~~:$ a·¿·l ~Í:~-c-~·~:_:,·;~~2~~if:~·~ 

,'",:.-_·.'.'.•: . ····' ··'· ... , ,, 

torio inferior·.: - ~·A -:Y;· ··º,,,.<:~~--· .. _ ~ .. :· :· .b'.~~<--::·:·;~_ "'~,~:~;-._: ~~~~'. 
La principal c·ár~:g~er!~{{J~:~ ª'{p~~~~~~~-~;.;±-~;~~f.: ~~p~~:~.:~:-~~~~ 

~::i::ª:º:é~~~::v::~du:t::i~:~~,~ij~:~~~$:Ít1:!~::~;~,tr~1~:r > 

Paramyxoviridae, - dentro de¡_.~{i~~~O :·;:~·~·ti·~~·,¡1~J~:,· ::~~'.que Pl'.e~en-:
t~ semej~nzas c~n los mi~mb~~~ .. ~~-.. 1~<:i~~{j_~~~ ~-ó~~:'·s~:~·~- nloifo~ 
logía, aspecto gener.:tl de ia-· nuCieó·Cápside ·y-. el proceso de ma-

~uraci6n, aunque también presenta diferencias: el tamño de la 

partícula, el diámetro de la nucleocáoside, en el aspecto gen~ 

ral de las inclusiones intracitoplasmáticas que produce en la 

infección y carece de hemuglutinina y ncuraminidasa (59, 60, -

61, 71). Por lo general, tiene una forma redondeada, mide de 

150 a 300 nm (77), aunque a veces es pleom6rfico, presenta en

voltura, una nucleocápsidc helicoidal que mide 13.5 nm de diá-

metro y su genoma estil constituido por una sola cadena lineal 

de ARN con polaridad negativa (no puede funcionar como ARNm) -

con un valor de sCdimontaci6n de SOs y un peso molecular de -

Sx103 Kilodaltones (KD). 

La forma rcplicantc del ARN, es de doble cadena y est' -

11 



. . · .. ;'. ': '. . .. .. · '·, .. ,,. ' :· . ' ·:' ·: . ;·.· ~ . 
positiva ftinc ion a -c~mo .~te~PÍad~.~ 'pa~·á · d.u-~li.~a~ i.óii d~·. l~ ··.Cadena 

negativa def-qe~~mÉI· y ~:~d~:f~.~~;: .. :·~.r~:f~~Í~~·~·:· ~~·.:-~·~ -'.~-~6·~~~~~; 200· ·000 D. 

(7,· "29·, 34, SS, ar de laS ·~~·ai~~'.:4·<:6· ·s>:·~6~~-:p·ra~·:~·í·rias' eStructu- -

ralas y dos de ~s~as · sOn ·.~iJ~oPiot~itja~:~-
La proteí~a· ~ayo~ ~·~,:·· .. ·ti~·~e .:~:~ .. ~~~~ ~"C;1e·~-~iar de 79 a 90 

< < 

RO. está g"l.Uc6~ila~·~; ; ·.~~ consi-der~'. ~·~·6-~s~-~ia para la adsor-
- .. ' , 

ci6n del virus __ a: ,la cél~.l~ .liuéspe.d .Y .s:é. h.6 considerado análoga 

a lit_ h~m11:~f~tin~i.n~-neuraminidasa d~. -~tres paramixovirus {7, 56, 

71, ·a3', 88) ~ ~ Además se conoce la secuencia de aminoácidos de 

tal proteína. 

La otra glucoproteina es la proteína de fusión {F) tiene 

un peso molecular de 60 a 68 RO. está compuesta por dos poli

péptidos unidos por puentes disulfuro uno pesa 48 ~D. y el -

otro 20 KD. esta glucoproteína es considerada como la respon

sable de la entrada del virus a la célula: provoca la fusión -

de la partícula viral a la membrana celular y en los cultivos 

celulares induce la formaci6n de sincicios, es sensible a la 

tripsina (83, 87, 89, 90). 

Estas dos glucoproteínas son las que inducen la forma

ción de anticuerpos a los que se les ha asignado actividad pr~ 

tectora ~ donde neutralizan la infectividad {85, 91} y 

son sensibles a los detergentes y a la tripsina por lo que se 

deduce que están localizadas en la superficie del viri6n (77). 

Tres diferentes grupos de trabajo reportan otros peque-

ños polipéptidos uno de 10 y otro de 13 KD. cuya función y -

12 



origen se -.d~~C~-~-º:~~-~, ."~'?.t:.r~·, po~.~~pépt-ido.~cor:i };1_n f.;~so;:molecular de 

19 ·a 2s·.:Ko-~ '.~·a'..~~.i~~>~n~:~:·h~r~.d~~: .. Co~·;~ás·.fre-C\1enci.a que ~-~s ante

riores pero: sU ·-·f-u0~i.6~~·:··es :ta·mh-i"én · d~·sco.noci.da 'u2 ,:··· 84)~ ... 

La Prot~íilá ~_,~:;: ia:-méIDbr<ifúLo ;de :la: m.iitrii_ .. _:_(MJ tiene un 

peso· ~_ole~u·i~/'-d~ =if ~-- ;~9 "K'D:~· · e'~ta localizada -~n eL ~-~~~i:i~;· 
-aef·virú5n. y~ n·o Pare·ce -~-e~:'~:,·i~~~r~~'ric_i_~--.·~~·~º fri'rnu~'6'9cno; su -

._ --'· _": ._ - ::-- ··: _-- -: __ -.·º_·_-_- -_.,-· "'." - • 

par en ~l ensanibla]e, se sabe_ que cont~ene:·256- "aminoácidos; e.s 

la célu'la ·infectada (12, 55, 77). 

La nucleoproteína (NP) tiene un· peso molecular de 40 a 44 

KD. -está asociada con el ARN; se-conoce la secuencia de sus am.!, 

noácidos por estudios con plásmidos y está formada por 467 ami-

noácidc;;s, la mayoría son básicos y no está glucosilada ( 34, 59, 

93). 

Otra proteína viral descri~a .-~~---.-~na pol~me!rasa (P) que 

tiene un peso molecular de 32 a .38 K~.·:-. 'c;;'tá · fosforilada y se ha 

sugerido que, e~tá asociada con la ·,·n·~-éle~:iCápSlde { 12, 34, 52, -

59, 93). 

Por Gltimo, también se ha ~escrito una proteína grande -

(LJ con un peso molecular:_ae_ 160·-a 200 KD. esta proteína no ha 

-f.-!do- caracterizada y no se conoce su función pero se piensa que 

está implicada en la transcripción y que está asociada con la -

nucleocápside; se sugiere que es la ARN polimerasa del viri6n -

(12' 59 ') • 
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. . . 

La ·iÍlfeCti~id.~d :d~],\:~·i··r\:(s eS deStruida Por. el t?ter, el 
'.-: :.~. :- ).'. ··:,.<;:e~--:· ... -. __ .1 - < -~·_:: --. :-·. . : _-_. 

clorofÓrmot ·1a· triP~inaº.·.y en ·for~a ·:rS.pida por cambios de· pH, 

es.t~rm61~~il ';~-~~-~-~1¿~;~;m~Ji-~ -~<~6~-~ es de o.s a ~.B·min. -y 

a j7·0 c ~s;-~~:---~~;:~· 1:h·::--~~~-~- ~-~?~rgo, .es estable por varios me'"'. 

_ses ·a--:...Soo'C-._-(jj'; 54·,"_59r. Algunas sales inorgánicas prfnci~ 
, ; :~ ; -.. -, - -' - . ·. _;' ·' -

palrn_ente :los· éa~iones -~ivaientes como el mágneSi.6-,>·-c-a'ic·i~~-::·o 

la gluco~~- y la sac_aroS~ prot~g~~ al v~iru·~--,~~ ._lá ¡~-~~·'.liV:~'~¡-6n: 
(33, 77, e2, 83). La_ den~~dad,Ae f'io~~¡;¡~~'f~-~J~:~:v.~:~~--~~~:~ii·"~;~~--:;:: · 
ruro ae·-cesio es de 1. 21 a--1~24 °nt9/~r.-Y-~:e~~~-~,~:~~~·¡;:~;;~ri·i:~A~~~-~~-·< ·.-· 
1.16 a 1.26 g/ml (54, 59, 77). En-:-c·~~~,~~r~:~s·~:~-~~"i"f~:~iiC~-CÚi~> 

,,,·· .,!-.· «'·· .... 

se ha estudiado en líneas celUlarcs- hWnañás :Y ,-~-ni.~:;:ié~-} .. 1i~ 
.·,,. -.-.,_. 

m§s utilizadas son HEp-2, Vero y Hc?la_-'(5~- io·:··66,-:67-~; 69;-87).-

Es resistente a la mitomicina e, en cambio la actinomiCina·o 

estimula su propagación (51), esto indica que el VSR se mul-

tiplica en el citoplasma y no es dependiente de la síntesis 

de ADN nuclear (77). 

Después de la traducción algunos polipéptidos sufren -

modificaciones como son: la proteína P es fosforilada y una 

porción de la proteína Fes sulfatada tl3, 29, 51). Por 

examen al microscopio electrónico se ha podido observar que 

los antígenos virales aparecen en el citoplasma de las célu

las infectadas a las 8 h. posinfección lp.i.), utilizando -

otras técnicas se ha observado algunos cuerpos de inclusión 

eosin6filos cerca del nGcleo (77). En ciertos tipos de c~l~ 

las aparecen filamentos de superficie que alteran la aparie~ 

cia de las mismas, ésta es una característica Gnica de los -

pneumovirus, otros paramixovirus no la presentan (77). 
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La caracter!stica t!p.ica de célufas infecta.das con e 

VSR, es la formación de sincicios, últimamente se sabe que 

también se puede establecer infecciones persistentes en va

rias l!ncas celulares aunque los mecanismos no est~n del -

todo claros (6, 70). 

VARIACION ANTIGENICA. 

Respecto a la variaci6n antigénica del yirus, al uti.

lizar sueros hiperinmunes en pruebas de neutralización con 

conejo, mono y cobayo se ha demostrado "que presenta varia

ci6n antigénica, aunque lo mismo no se ha podido demostra~ 

con suero humano. Al utilizar anticuerpos monoclonales, se 

han observado cambios en epítopos de la glucoprote!nas G, -

en cambio la prote!na F se conserva, no se han detectado al

teraciones antigénicas en esta prote!na, as! los anticuerpos 

dirigidos contra la prote!na F de diferentes especies recen~ 

cen al VSR aislado de humanos {1, 60, 77, 84, 98). Sin -

embargo, al realizar otro tipo de pruebas como, fijación de 

complemento, inmunofluorescencia y radioinmunoprecipitación 

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 (l, 64). 
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PATOGENIA DE LA ENFERHJlDAD 

La enfermedad es más frecuente durante los primeros. 

meses de edad. El periodo de incubaci6n es de 4 a 5 d!as 

{58 ,. 59, 60). El virus se multiplica en la naso faringe y 

por aspiración de las secreciones se disemina a vías inferi2 

res. In Vivo se ha podido detectar en células mononucleares 

y macrófagos circulantes {30, 32, 39) células en las cuales 

se puede multiplicar in vitre (80). 

Los signos da la enfermedad en vías respiratorias ba

jas se presentan del primer al tercer día despu~s de la rin2 

rrea, por lo que se supone que ha invadido bronquios y bron

quiolos. 

Generalmente el virus es neutralizado por el anticuerpo 

pero la inmunidad celular es la encargada de la recuperación 

(58, 60), lo cual se confirma en observaciones hechas en ni

ños con deficiencia inmune celular c•mgénita o adquirida o -

con tratamientos inmunosupresores (38, 39}. 

Algunas observaciones sugieren que la enfermedad prod~ 

c'ida por el VSR es el resultado de una reacción inrnunopatol§. 

qica, esta interpretaci6n se apoya en las siguientes obse~ 

vaciones: 

1) La mayor!a de las enfermedades severas se presentan 

en presencia del anticuerpo antiviral específico de 

origen materno (53}. 

2) Pacientes que fueron inmunizados con una vacuna de 

VSR inactivado con formalina, la cual indujo altos 
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títulos de anticuerpo-s séi:'icos, ~o f~eron protegi

dos de la infecci6n, ·por el contrario._preseritaron\ 

una enfermedad ma'.s severa con re~l?~c.~o ·~-:.-.}~·~~--~-~o:~ 
vacunados, ( 95 l . 

. . .. .. '. .,,, " .,.~~:~ 

Actualmente no se ha podido ~a~· -~!'.a ~-xp1i~aéión 

factoria_ de la_ patogenia, sin embargo,· s'é ~a.n ~:;~P~~stO va-

rias hipótesis, en base principalmente:_º. a· !ii· iñlnadUrez in

munológica del infante (57, 80, 9Sr y en-el hecho de que el 

anticuerpo sérico puede originar una reacci6n de hipersensi-

bilidad retardada o mediada por IgE (57, 93, 94). 

También se ha pensado en la posibilidad de que los in

fantes sean incapaces de montar una adecuada respuesta de an 

ticuerpos IgG2 e IgG4 los cuales tienden a ser inducidos por 

anttgenos 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 proteína G en cambio sí contra la 

proteína F (57). 

Mc!ntosch y Chanock (59) sugieren que la enfermedad en 

niños pequeños se debe a una reacción de hipersensibilidad -

de tipo III, como un resultado de la interacci6n del anti---

cuerpo sérico con el virus. 

Sin embargo, ni el t!tulo de anticuerpos séricos ni el 

complemento hemol!tico circulante se correlacionan con la -

severidad de la enfermedad en niños con la.infecci6n natural 

(77). 
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'·· ·-.:,.- -
Otra explicaci6n es que la citotoxic_ida·d celular mediada 

por anticuerpos cause la inflamaci6n y· éi · dB.ño ai-·-~~j-'id~··: sin 

la activaci6n del complemento. Sin -e~b~~~á.-~;/·:~·~~:·:~~~iJ~~ e~:. el -

suero º en secreciones de tos anticuerPi:n(~·~~·.: media~·;este ren§. 

meno no se correlaciona con los. sín~6~·~~;Yd~·:_'~~ ·'eriferm·edad cli-
, • '·' , .. -'>.·._:..;•- -('· 

ni ca 

(:: ::~ :::e:::: modelos ¡~perI~e:~~les utilizando rat6n 
y cobayo, con la finalidad dc-~Otcnder ia·patogenia de la in-

fecci6n y en particular estudiar ·1a participación del anticueE 

po antiviral (79, 85, 92}, pero no se han logrado resultados 

satisfactorios. 

Sieber observ6 que los complejos inmunes del VSR inte

ractúan con neutr6filos ~ produciendo supcróxido, trol!! 

boxano A2 y otros factores capaces de causar broncoconstric-

ci6n (77} y se ha observado que los neutr6filos de niños con 

la infección tienen un metabolismo hiperactivo ~ y la 

interacción de estos complejos con ]Js neutrófilos contribu

yen a la patogénesis de la enfermedad (32, 59, 77}. 

De tal manera que algunos autores sugieren que los an-

ticuerpos·pueden contribuir a la patogénesis por permitir la 

disperci6n viral en el organismo, de este modo el anticuerpo 

adquirido pasivamente (de la madre) bloquea la inducción de 

linfocitos T citot6xicos (TC) que pueden ser importantes en 

la limitaci6n de una infección. Esto se ha podido observar 

en otras infecciones viral~s como en el dengue y otros flav2 

virus por lo que se puede suponer que también la infectividad 
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del VSR puede ser aumentada por los anticuerpos _{48, .66, 68). 

Por otro lado se ha observado que en pulmones de niños 

con bronquiolitis causada por el virus (77), ·~-º _-h,a'y Una diS

tribución amplia de antígenos (Ags) virales-en-comparación -

con niños con neumonía. Esto hace pensar .que._.-lá-.bronqufoii

tis tal vez sea el resultado de una -i:eacci6~· de -~_ip~r.~·ensib!" 

lidad mediada por IgE (tipo II. Quizá ·una. primer~ _:i_nfec-~i6n 

eleva la producción de IgE y en una segunda infe-C~id_il: e~tos 

Aes brinden poco protección o ninguna, pero.en cambiO·proyo

quen una enfermedad severa (73, 76); 

Estos fundamentos también explicar!an lá recurrencia -

de los ataques de tos que se observan después de una bronqui 

tis por VSR (73). 

También se ha demostrado la elevaci6n de IgG4 en sueros 

de niños hospitalizados en fase aguda de la infección y nn 

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). 

As1 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 proteína de fusi6n -

son el mecanismo más importante para limitar la infecci6n. 

IWWllIDJID. 

No se conoce la impo;rtancia ··de· los i:necanism,os 
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inmuni.tarios ~n -.e1· c_~~·troi ~e··.ia .~ntec_ci6,n-:por el VSR y .sólo 

se cuenta con:PC?~~·s ~·pr~ebas de,S~·Partici.paci6n. se ha suge-
.' . '<· : -·_·· .- '. ' --<· . :_: 

rido que: lá ~espU~st~/,cei~1ar.:::·E7~-.'.-~·a .'e~cá-~~~da·: de limitar la 

enfermedad,, se. hii"n .m~'ncioná·ci_~.\\•;{~/oS ~-:~~pc;:>:('.de-·m.e_Ck.nisrno_s como 

la cit'otóxici_a_aci '~ell;iar :~~~~~d'( por ·~nticue"rpos (8) ,,. y ~a -
::_',··, ... __ ··,, 

parti.cipaci6n-· -de-·. 'ios _ ~nti-~'\.1~~-p~'~·. inatEfrnós. 

Se ha obsel:vado que loS :ant:icuerpos: m~ternos proporcio

nan cierta pr~tecci6n aunque parece que es incompleta, ésto 

no est~ claro y se ha sugerido que depende de varios factores 

como: que los antígenos virales s_ean pO~r~s inmunóg-enos ·en -

la primera infecci6n, de manera que la respuesta inmune por -

parte de las subclases IgG2 e IgG4 es débil y que estos sub

tipos responden pobremente durante la infancia por lo tanto -

se necesitan varias exposiciones para inducir una buena res-

puesta (45, 46, 47, 53). 

También se ha mencionado que en la infección primaria 

el título de anticuerpos, además de que es bajo, disminuye -

rápidamente hasta títulos no detectables y en una reinfecci6n 

se producen tttulos mayores y persisten por más tiempo, lo -

que permite que con el tiempo y de acuerdo a las reinfecciones 

los t!tulos se incrementen más y a la vez se presente un au-

mento en la rcsist0ncia a la enfermedad. Esto explicarta el 

por que las infecciones más severas se presentan en infantes 

que poseen bajos títulos de anticuerpos maternos (46, 47). 

Por otro lado los anticuerpos fijadores de complemento 

(FC) y neutralizantes (NT) no se correlacionan con la severi-
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dad de" ia e~,·fermed~d o _Coñ -la. resi'."tencia á -la - infecci6n, ya 

que cUitrldo se· U-tilizan vaé:uz:ias que estimulan estos tipos de 

il~~-icUerpo~,-~ ~-e;>. ·se Í:ogra Una· protecci6n·. Sin embargo, parece 

ser que· los. anti.cuerp9S maternoS" si dan alguna protección, ya 

que en menores-de 3 semanas con títulos de anticuerpos mater-

nos elevados, los síntomas se confinan· _al tracto respiratorio 

alto, se produce poco-virus y desaparece pronto (80). Estas 

observaciones sugieren que los anticuerpos maternos. proporciQ 

nan una protecci6n contra el virus aunque no detienen por com 

pleto la infecci6n. 

También se ha especulado si el anticuerpo puede ser el 

responsable. de esta protecci6n o si hay otros factores inmu

nes que participen como podrían ser la transferencia transpl~ 

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 detcc~.ado por IF IgG e IgA es-

pecificas en secreciones nasales y se ha observado una sin-

tesis acelerada de las mismas después de una reinfección (15, 

17' 85). 

VACUNAS. 

- --P-ir_a_ prevenir la- infección -se han desarrollado algunas 

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

que la infecci6n natural no inducen una resistencia contra -

epidemias anuales de tal manera que las reinfecciones se siguen 
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baj6 con dos grupos de niños de i"l años y.de ·3 a 5 años. 

Indujo una respuesta de Aes neutralizantes, pero éstos no prQ 

tegieron. 

En cambio, en otro estudio con un grupo formado por ni

ños de 2 meses, se administraron tres dosis por vía intra

rnúscular, y al igual que en los prupos anteriores, la vacuna 

induj6 altos títulos de anticuerpos, tanto FC como NT, los -

cuales no protegieron, en cambio durante una reinfecci6n se 

presentó 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 que los anticuerpos séricos en ausencia del anticuerpo 

nasal (local) son inmunopat6genos, este fundamento explicaría 

la contribuci6n de el anticuerpos materno a la bronquitis oc~ 

sionada por el VSR; sin embargo, no se tienen datos al respecto 
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Otra explicación, basada en observaciones hechas con una va

cuna Semejante para el virus del sarampi6n, supone que el -

·tratamiento del virus con aluminio altera la protetna de fu

sión, en forma tal que la inmungenicidad es baja o más bien 

nula (65). 

Otra sugerencia es que el antígeno viral estimula una 

respuesta que puede llevar a la formación de complejos inmu-

nes, los cuales activan el sistema de complemento causando -

daño al tejido o inflamación (79, 95). Toda esta secuencia -

de eventos son considerados para tratar de explicar la seve-

ridad de la enfermedad observada en niños vacunados. Otros 

autores sugieren que la vacuna provoca una reacción de hiper-

sensibilidad retardada, ya que puede sensibilizar linfocitos 

(107, 147). 

Con la vacuna de mutantes sensibles a la temperatura -

tampocO se obtuvieron resultados alentadores, la inmunidad -

obtenida no fue protectora y los n~veles de anticuerpos alca~ 

zados fueron bajos {95) . 

Los investigadores están probando ahora un virus recom-

binante en el cual tienen esperanza. Por el momento solo se 

ha probado en conejos y se observó que esta vacuna induj6 t!-

tules altos de anticuerpos y éstos neutralizaron la infecti-

vidad dol virus. Esto mismo se probó en ratones con resulta-

dos similares (78). 
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DIAGNOSTICO. 

El interés'.:po~: eÍ diagr\6St_i.~o_'én ~{'.iabbra~orio ae· las 

enfermedades· V ir ellos --se, ~ii,¡~_¿;r~-fu~·~t~:~6 _"~~:~"los·: ·ai~1rn-~s añós, 
:' . ,._.,-. ·.· .---". . "'-~::-· -::·~. _: : . ' y .. ·.<-:.: :- - .. <·· 

debido- en Pa;r.te, _;a·. ci~~- s~_.:_dis·po~e~.:-.ae ~~Í.gurios/antivira~~s -c!ue 

tacilitaO_: e1: c~-n~-;~i·f áe { ~-~:-fiíf~c:~i-ón: ~n:;:~~- -~ase .t:'.emp~~n~ · -(·3~ ,-

· Fré~~~~~~nie~te.-•i~i~~cf~~es ~all~adas p6r iiifererites v;
rus p~-es--~~~-tan)io~-~-=: ki:~~~-~f~i~:~~~a~:~:·_. __ i~~~S'.¡:b_il~-tan~~: aSí, el -

éu~gh6st·~~o>c:1·:r~ic-~ a-f ~~·ie-~·é:¡~-~:~---_-- oulzá :.e1 e~:~-~ ~~~s ::camúfC·1a -
-:_ ___ .e-.-···- . >1 •_ -- .> -·-

36). 

preSenter1--iaS.:infe·c·c,i~nes-.: .. res·piia tor-Í.as de .~;j_:ge~·~.-·_vi-~al ~ de-. 

~id~.- a que son· causadas por diferentes -~~i~~:~~· ~~,.~¡~iU~-y. -
todas ellas puedeÍl ocasionar ~l ~ismo::c~~h~~·z.·~l.rri.i~a-;· :· 

:·T,·;··. ~-· 

Un diagnóstico oportunó- -eii ~_de::·9r_a~-f\it·i'¡lº~~:d';·~-~-Y.a-· que:,--
- - :¡_::__o ·'.._~.: : 

posibilita la prescripción .a-el ~~:~,.tá~(e~~-9·;··~a-~~~:~-~j-~'·T·~i~~ debe 

dársele al paciente, así como ~a~·-.:'..~é~ái~~~~~;:~~"It.~~¡~~~·~~6_n· que :. · 

deben implantarse al personal hÓs·p'fi·~i'ar~i'6\y~?_·a .. ;;l'~;.~6~unid-ad.: 
El diagnóstico viral. rápi~~-·-~~:-~~:l:~~- -'.~~~~-~~~ ~-~~~·~4~-j·~·s·, ._.en

'----.·::;~ ;.}·.~<-".':.',.' -:·,'·. 
tre ellas: 

a) 

,,, .. 

La identificación oport~na~:de{-· agente .~V_iral_ respon-

sable de una infección, ayuda .ª · preveni"r ii:i.fecciones 

nosocomiales y su extensión por.contacto, principal

mente aquellas infecciones que son asintomáticas, o 

aquellas que presentan ·síntomaS etípicos como en el 

caso de las infecciones por hepatitis B, herpes, ru-

béola y VSR. 
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b) El manejo apropiado del paCiente, basado en el diag 

n6stico rápi,do de dicha:s enferme~ades, permite una 

reducción en la morbilidad··y mortalidad. 

Las es~rategias utilizadas. en el dia_gnóstico de labora

torio en las infecciones· virales son de dos tipos: métodos 

directos, en los cuales se efectúa el aislamiento e identifi

cación del virus o de sus componentes y los métodos indirec-

tos, en los cuales la identificación del·agente infeccioso se 

hace determinando la respuesta inmune·, que presenta -el orga-

nismo a la infecci6n viral. 

METODOS DIRECTOS. 

a) Aislamiento del virus. El aislamiento del virus de 

muestras clínicas se logra a través de su multipli-

cación en los sistemas bioJógicos de experimentación 

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 diagn6stico, siendo los cultivos 

celulares los mSs utilizados por ser mSs fáciles_de 

m.:inej..1r y más vers.1tiles. 

b) Visualización del virus. La microscop!a electrónica 

(ME) ha proporcionado información acerca de la mor

fología viral, ésto ha conducido al conocimiento de 
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·nuevos. virus y la_ asociaci~~-- aei .recono6imieri~o ~e 
gi;upos -~·1r.~i~-s· ~~~ di~~~~enteá ~Ínt~~~~-- ~¡Í'.~i'c~~-- _(3 

4J ;' : ' ,,;¿ " .. · 
La ME p_u~d~.· sel:< de· t:·r-ár1Srñ1Si6n, ·:~~-ti~ qUé -1~-~ i~·~~-eri · .· 

-se ge~~-~~ :~f;~;r · ~-~-- P~~6 -~~>1c;~' :-~-f~~t-~f~~~~t~{h -~-~~¡,;~~ ;d~-' 
·<a~f~rentes · .. ·~~-;·~-~$ ~é." i~·::~mu~~.~~~'.~,·~~; :.?~-~·~;~-*~:a~}~~-~~-: 

. _gériC~o ·--~e- en_"cu~nt~~\:l~ :· '.~i~d-ús~: )?~~;~:-~'-~ ~~~;:' ~-~\i~- ~-~-ª i:/ 
lo~: ma_ter1a1es:""·s~ -su'sp~ride-~·::~n~:;¿~k·l.~'~"~~-~ri~~j~·¿·~s~ d;~ _,_ .. 

elci\•ildii ~~n~~ci.a~:, el_·~~-~-';~'.~.i-~:~\ .,.~~·g:~d-{'.-~:~.~:~~';:~~:~:~~-~~~~~'.: 
s ta tó. . ot r~·- té~·ni~á·_· e~· \:~·,;_d~ < ~~:~~}¡'.~d~';"<_~·Jf i·~~-~~a,:: 

. p·a·ra :1a ~ reve'.1~~-i6r( de --i:~ :'~-~·~i~~t·~·~·a: :~~p:~~-fi~-1~1·-·de 
~-i~s'_ -~~j~~~¡: .. ::~~ q~e -_-~-~ ·_ s¡·d6- m¿·Y ¿~é1i'iz~-dá:~-en ·v1r610.:. 

gta";- eri· ~sta se deposita con cierto Sngulo un mate-

riaÍ "electr6nicamcnte denso, como el cromo o el pla 

tin·o y las ·muestras se colocan al vacío bajo un haz 

oblicuo de iones metálicos, de esta manera lOs ob-

jetos proyectan una sombra hacia el lado opuesto al 

haz, produciendo un efecto tridimensional. 

También se ha introducido la microscop!a inmunoele~ 

tr6nica, la cual se basa en la visualizaci6n del 

complejo virus-Ac especí.fico, la técnica ha.-sido 

muy utilizada en casos difí.ciles de diagnos~icar, -

ya que puede establecer tanto la morfologr.a-viral -

como la determinaci6n de los Ags virales (3,· 4). 

--·-Ótr.;;S tlicnicas desarrolladas. recientemente son la -

inmunofluorescencia (IF) e inmunoperoxidasa (IP), -

que en la áctualidad son muy utilizadas en el diag-
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e) 

'· ,- : ,~-- - " 

nóStico vira'l, cori aYUaa\ de .la ·microscopía· como· 

'fue~te· d~: ·iñ:·fci~~a·ci~n'~ .:::~~ª _¡:;:. ú-~·~l¡~-~-. c~-l~rantes -

como ·1a .- '~'Ú1ci·~:e·s~·~;Ín~::::·~ :.~~r ... ~~t~a:~·-:.:,(¡m?·:~;~ea .. en: ~nirse 
~<' - .. 

ul:t·~~~~-º*~~~-~~:~~?~,;~i~~~f~C-~,~~éj~~,~~' ;Sé·· puede observar la 

. f1u~res.c~_~ci'~:·~:-~:~~~:;.Xf/P·~cid·~·:~~~~=r ·a1recta, _cüanao e1 
a·r11:·1c·u·erp'O: m;;rrcildC> :¡·g~~f'.ciCtéi~- :dire.ctámente con el -

' " .;_, ;, ' -~; -. ~ 

~~t:"Í~-~,~·J:~~-:~ .,-b~'~·é~~r .: :-~-~~: i~-"/IF'..:"'.ina:i~rec~a · 1a: reaccióri 

es .. jn~~ d-~-~~~ ~i~~~;~ ~~~~~~-~-~'¡;~~~an ti~-~~·~po-an ticuerpo -

marcado. : ,~~n;t;:~:e·:~,¡~ )a : ~F -:l~~'.{f¡'"6t~~- ;;-;. inás ~e!l 
sible; ~ 

'-~- - i( :: /:'.~-;-~ -:~·-~ 
"·:•.<. ~;:;'.-.' ,. ,:.~ - •. >:· "' ,__, --

:-o-/~-'; :.'.',;:-;~·,:-.'i,~~-,, ·-!{, ;'.!•''·º--" ·-~-2:; ..,,. 

Deterininci:c·.i6n~;:_ae-~:J~~-~;¡~~i~fp:1i~·~;ci6Jl? Viial ;Por~--Cambío-s 
oi i9 initab-~~.;~~~: -~Í~ ~~~iú:·~{-~-~.'~ :~-~~~~~\; ii~:~-- ~-6:~d~~~~ ·á·i-~-c t~r 
-~~ ~as"~·ééi~{~~-en· ~-if·~-~

1

~n~~.-~-':~o~~a.s: infección cit2 
·, ··:· -.:·. ·:·, 

t6xica, éli «la:· cual -las- células son- muertas por el -

viru~-; iñ.feccfón no ci totóxica de estado estaciona-

rio, 'én la cual, las células producen virus pero su 

metabolismo no es afectado; la transformación celu-

lar, en la que el virus no mata a la célula pero ªl 
tera permanentemente sus características. Todos 

estos cambios en las célulü.s infectadas, se deben a 

efectos bioquímicos de los productos virales. Los 

cambios bioqu!micos generalmente conducen a trans-

tornos funcionales y eventualmente a cambios cito-

patol6gicos. La apariencia citopatológica del da-

ño producido en cultivos celulares por determinados 
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virus es con frecuencia lo suficientemente carac-

terr.s_tico, cOmo para que se pueda emplear como" cri

terio de diagnóstico. Mientras algunos virus pro

ducen c~rn_b'~.~5- en las membranas celulares, otros,:_;.. 

pro'{ocan fUS~ón de células infectadas con sus ve

cÚna~- no' infectadas, formando sincicios (células 

g;g~n:tes· multinucleadas) tal es el caso del VSR, -

.Ótr~s- Virus producen cuerpos de inclusión. 

d) Det~rminación de la presencia de componentes vira-

les. La cuantificación de componentes virales en 

células, tejidos y fluidos corporales a diferentes 

tiempos después de la infección, pueden utilizarse 

en el diagnóstico de las infecciones virnles. 

De los componentes virales que se han utilizado 

comunmente en el diagnóstico del laboratorio son: 

proteínas virales, enz!mas específicas y ácidos n~ 

cléicos. Las protef.nas pueden ser detectadas en -

células o fluidos corporales cuando se dispone de 

anticuerpos en contra de éstas. Las enzimas pueden 

identificarse midiendo la actividad enzimática. La 

presencia de los ~cides nucléicos se puede determi-

nar por hibridación. 
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t!ETODOS INDIRECTOS. 

• ., ,;-.;''. .•: ---,<--•::•r; 

del huésped a la infección viral·,-·· se :'defE!l:mina' la concentra-

ción de las inmun~glo~_ui·l_na~-~/~~-~-¡~i~~,~~~'.~:-~-
Una prilnoinfe~~·íon·. -~-~ :_·d_l~~~-~-~t·i~a .n{idiendo la concentr~ 

ción de IgM, mientra-a -~q~~:-::~;-~~n;~:·_:egUnaa -infección se detcr

mi·na el incremento ·ae· la'.éoncentración de la IgG. La deter

minación· de las inrnu~ogl~bul_irias se hace por medio de la de

tección de la interacción antígeno-anticuerpo. Las técnicas 

comunmehte utilizadas son: la fijación de complemento (FC), 

neutralización (NT), inhibición de la hemaglutinación (IHA}. 

La sensibilidad de dicha interacción se puede incrementar si 

a uno de los componentes de la reacción se le acopla un mar-

cador que pueda determinarse a bajas concentraciones; los ma!. 

cadores generalmente utilizados son: fluoresceína o isotio-

cianato de fluoresccína en el caso de la técnica de IF: isó-

topos radiactivos en el radioinmunoensayo (RIA) y enzimas en 

la técnica de inmunoensayo-enzimStico (ELISA) . 

Para el diagnóstico de la infección causada por el VSR 

se han establecido algunas técnicas, sobretodo para la detec-

ción de anticuerpos sfiricos entre 6stas cstln la NT, Fe, IF, 

ELISA (5, a,10, 14). Sin embargo para poder realizar el diag 

nóstico preciso del virus, es necesario aislarlo, para lo ~-

cual se requiere propagarlo en cultivos celulares y observar 

el ECP. 
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OBJETIVOS. 

l) 

2) 

llIPOTESIS. 

.,;.u 
Identificar y cO·n~l~~~}j\{~ ,~re~~·~~di'.~ aer VSR' en .-

infecciones reapira~or·i~s·.:~.gU~·~'.~ e~~.,·~~~i~· h-o·s~ita
lizados. 

Si el VSR se encuentra con frecuencia como uno de los 

agentes etiol6gicos en infecciones respiratorias agudas y en 

México este tipo de infecciones son de alta incidencia: en-

ton.ces el virus estará presente en algunas de estas infec-

e iones. 
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MATERIALES BIOLOGICOS Y METODOS 

Al MATERIALES BIOLOGICOS. 

LINEAS CELULARES. 

Se utilizó la línea celular- HEp-2 ·(células de carcinoma 

de laringe humana) (86) que fueron proporcionadas amablemente 

·por el Dr. Trudel (Instituto Armand/Frappier, Canad~) se rcc! 

bicron en viales congelados de ·2 ml. cory~_rned.io esencial míni

mo (MEMJ y se conservaron a -196ºC eú tanque _con-nitr6geno -

lS:qµido. 

También se utilizaron las ·células Yero (células de ri

ñón de mono verde ufricano) (77) provenientes del laboratorio 

de Virología, Facultad de Medicina, U.N.A.M. 

VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (VSRI. 

Se trabajó con la cepa Long (ATCC VR-26 American Type 

Culture Collection, Rockville, MD, U.S.A.) también proporcio

nada por el Dr. Trudel. El virus se recibi6 en botellas de 

cultivo de 25 cm2. de células HEp-2 infectadas, en medio MEM. 

EXUDADOS FARINGEOS. 

Las muestras (tabla 5) se obtu'vieron- de .. tlos centrOs -
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hospitalarios:, el:Hos~itjl Ge~er<ii:: aéPedi'iltrÚ' (1.3 muestras 
y e~ Ir;ist~,t.útO~ N~~'.~~~~··t~~d~·::;¿a1~t~i·: r2i:~·mu-~st~'~·sr ... , LOs 

exuda~~~ c:~i::re;_í>.;ric!1;,;,c;;-ª-Xrnb; C:ci~ ü~i- ~~id d~: 2-iil~se~ ª -~ 

·n
1
6
5
. s·: .. ~t~~i~-ocso:':-•. :·~. 0e~nl5t:, ni/e .. 1_ .• m~~p:~:.mo·:;:.~~.~·~~1;'~~~{;.;f'~·~i'~J~g.-.ue':_dn· .. ~.••,ª .. _~:e'.,-_:~l-.;.e_'.'..:q:'.::du/;e1.-_.f_~·es,~'.et~:'-·.::t:.'.:o·~m·~~6·::·;ª_~ -liaa~~ 

.· '.;~ .. -,_, . ~ .', ..... ~ . ::d~ __ -~:~:~~):~~\{~~~:~:~~ ': 
muestra:_ ~·rue·: de .··2·,, a:·_· 12 h; .: .. ~/ ·t:. :~' ... -" '.:::'.):.;:::··: ·.\_:-.: 

. 5~>~~;i~~~-~~-~--10 exU~adó~ \~~-~,~~i-~~ó -~~; ~'~~~:~:-:·~º ~~~.~~~~~ 
talizadOs ; _·sin en-~erm~dad ·:-~es~-ira~6r·i~'.-. ~-Pa:~~h·f~--) ~-~~~~~~~~--~!~ 
gos. 

B) METODOS, 

DESCONGELACION DE CELULAS. 

Los viales de células congeladas de 2 fil. se desinfec

taron con etanol al 70%. Se descongelaron en baño Mar!a a -

J7°C con agitaci6n suave para homogenizar el contenido. Con 

una pipeta se transfirieron las c~lulas de cada vial a una -

botella de cultivo de 25 cm
2

(Lux, 5350), con 5 ml. de MEM -

adicionada con 5% de suero fetal de ternera (SFT) {Sigma FJQ 

10} antibi6ticos {penicilina 100 UI/ml (Sigma PEN-NA) y es

treptomicina (100 _,ug/ml) {Sigma-S650l) (en lo sucesivo este 

medio se referirá como medio completo) . Se homogcnizó el COQ 

tenido de la botella y se incubó a 37ºC en atm6sfera húmeda -

con 5% de co
2 

hasta la formaci6n de una monocapa confluente -

(generalmente entre los dos y tres días de incubación). 
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PROPAGACIOH DE CELULAS. 

Una vez que se· hubo formado: la-.' niollOcapa. co~·f~ue:~.te·~ _ l~s 
células se desprendieron de ia sU:{le~ficie· a~:~c-J:.e~i~i~·nt~ ··con 

, : ->· .. ::~ ;': :-:.· ::: : -,'. 
tripsina. Para esto primero Se" r·etTró ·:e1:·. medio''.~Por·.·succi6n y 

se lav6 con buffer salino de fosf-~-~o~~"-·(·,.;-~-h~-~~h~i¿::b·~~·~er :_·~a-
line") (Pl3S) (NaCl 0.8'1., Na11P04 o'.!'I. Y,KH P~4 ~.;'l. pi! 7.2) -

que también se retiró por succi6n~ e~. se<Jui4~'.·sf!!_·a9regó EDTA··. 

o.025% en PBS (Dibco C'l'C-1327f, después· -d-C i:':~ti'r~r- ~¡'"·EriTA..: 
se agreg6 tripsina (Gibco CTC-1327} al o.02si·en PBS en cuan

to se observó a sitnple vista el desprendimei.tno de la· monoca

pa, se detuvo la reacci6n agregando 2 ml. de medio- completo. 

Se homogeneiz6 la suspensi6n celular: se contaron las células 

viables en una cámara de Neubauer o hemocit6matro; se ajusta

ron a una concentraci6n de 2x10 5 cel/ml y se distribuyerOn 5 

rnl en Cada botella de cultivo. 

CONTEO DB CELULAS Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD, 

La viabilidad se determin6 por exclusi6n del azúl de -

tripano (15) de la siguiente manera. Las células obtenidas 

por desprendimiento con tripsina se diluyeron 1:10 en colora.!! 

te al 0.2% en PBS, se llen6 con la mezcla cada una da las cá-

maras del hemocit6metro, se contaron las células no teñidas -

que son las que permanecen viables (las teñidas de azúl son 

las muertas). Por cuadro de lxl mm cada área mide 1 mm2 y el 
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cubreobjetos se encu~uc.ra a una a.ltur.a de ·a. l .. lnin el volumen 

corresponde a O.l mm3 , se suman las cUentas·obtenidas en 10 
. ' .. - ... ,··. f,\ ' 

cuadrantes y se calculó la· c':'riC_eri~ració~ · C~1u~~r de acuerdo 

a la siguiente f6rmula. 

N X 10 X 1000 

N = número de células~ contadás·.'' 

10 = nfimero de ·cuiidi:-an·tes. 'Contadas·. 
- _-. - 3 -. -·-· ·- ---

1000 = nOmero de mm en l.:cm . .<o .en" 1 ml) •. 

CONGELACION DE CELULAS. 

Para congelar las células, éstas se ajustaron a una -

concentración de lxlo 8 cel/ml y se depositó 0.8 ml. en crio-

tubos de 2 ml (NUNC 368632) y se mezclaron con o.a ml. de m~ 

dio para congelar (SOi de medio completo, 10% de glicerol y 

30i de SFT) todo esterilizado por filtración y se mantuvieron 

en la fase gaseosa del tanque de nitrógeno líquido (Unión -

Carbide tipo super 30) por lo menos durante 30 min. y poste

riormente se colocaron en su sitio dentro de la fase líquida 

del nitrógeno (-196ºC). 

ALMACENAMIENTO DEL VSR. 

Se cosechó el virus extracelular obtenido en las célu·-

las HEP-2, se sepc1ró una alicuota para titularlo y ,el resto 

se congeló.a -196ºC. 
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PROPAGACION DEL VSR. 

Para propagarlo, el virus se descongel6 en baño Maria a 

37ºC e inmediatamente se transfiri6 a botellas de cultivo con 

monocapas de células IIEp-2 o Vero. La infecci6n se hizo a 

una multiplicidad de infección (m.<l.i.) de 0.01. El virus se 

dejó adsorber a las células 1 h a 37ºC en atmósfera húmeda; -

el medio se retiró, las células se lavaron y se les adicionó 

medio incompleto (sin suero fetal), se incubó hasta que se -

observ6 el efecto citopático {ECP) que es la formación de siQ 

ciclos (generalmente del Jo. al So. día}. El virus se cose

chó y el sobrenadante se.centrifugó a 450 g. durante 10 rnin. 

y se tituló y congeló a -196°C. 

TITOLACJ:ON DEL VSR. 

Para titular el virus se prepa:aron placas de 24 pozos 

(Limbro 76-033-05) con rnonocapas confluentes de células HEp-2 

y diluciones de 10 en 10 del virus en medio incompleto. De -

cada dilución se tomó 0.6 ml. y se infectaron 3 pozos con 0.2 

ml. en cada uno, se.incubó a 37ºC 60 min. Se retiró el -

inóculo y se lavó para después agregar 0.5 ml. medio de metil 

celulosa (Sigma. M. 0512) al li en medio incompleto. Se in-

cubó nuevamente da cuatro a cinco dias para que apareciera el 

efecto citopático, después se retiró el medio para fijar con 

una mezcla de etanol 20% con 5% de éter o bien con formalde

hido al 4i durante 10 min. para luego teñir con Giemsa 
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. .. 

que · cOn tenían:. ~na Sol~Clón ·:~e Hari~~·o: ~~:iá·~2~~dá :·cori- ':o. 2 ,- ' de c. -

albOmina b6vin~:: 'i ·~·,nti~i6.tiC~·~~! ~P~~~~·~i'tÚ~~·'."jc,-rJ 'U1~r~· -~:,';~·s~·~eE 
:.: .. --,>: ... '' ·'·_ '::' . ··, 

tomicina Joo J..Íg/rnl. (10, Bl>, aespu~á_.:Se' retiró e.l:hiSopo; ·y 

el contenido del tubo .se cel:'ltr.-Í.fu~6;·a,·::4·So, -~·:. :~~:r~ri·~~- 10 min.; - .. , ... 

el sobrenadante se utilizó para inocul:ar-~·áte.li~s -.!:ie Cultivo 

que conten!an ~élulas HEp-2, se incub_~ron· a· 37ºC en atm6sfera 

hCirneda con S'i de co2 hasta observar el afee.to citopático, la 

incubación se prolongó 10 días. A ·las muestras que no presen 

taren efecto citop~tico se les dieron dos· pases en células -

HEp-2, si después de estos pases no se obserVó el efecto ci-

top~tico se consideraron negativas. Las muestras positi~as 

se cosecharon y se centrifugaron a 450 g durante 10 min. y -

los sobrenadantes se conservaron a -196°C. 

INMUNOFLUORESC&NCIA. 

Para la realizaci6n de esta prueba se crecieron células 

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

capas confluentes se infectaron con las muestras que resulta-

ron positivas por efecto citopático, se incubaron a 37ºC en 

atmósfera húmeda con 5% de C0
2

durante 48 horas, luego se la

varon con agua destilada o PBS y se fijaron con formaldehído 

al 4% durante 10 min. Una vez secas se cubrieron las célu-

las con el anticuerpo anti VSR (Dakopatts. B344) diluido 1:20 

en PBS y se incubó 60 min. A continuación se les dieron dos 

iavados con PBS de 3 min. cada uno y un tercero con agua. Se 

cubrieron con la inmunoglobulina de carnero anti-conejo 
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(1:25 en PBS} 45 min. se lav6 con agua_ de 1:a llave y se con

taron las placas virales en el m1cro'scopio de inversión (SW-

IFT Mod. 8190059) y se calculó el título segGn el número de 

placas y la dilución, el t!tulo Se expresó en unidades form~ 

doras de placa (UFP) por ml. (UFP/ml} {en placas de 98 pozos 

se cuentan aproximadamente 30 placas virales en cada pozo y 

en placas de 24 pozos se pueden contar m§s de 100 placas vi

rales}. El t!tulo viral se calculó de la siguiente manera: 

se multiplicó el número de placas por el factor de dilución 

y por cinco (corrección para 0.2 ml. de inóculo). 

CONSERVACION DEL VSR. 

Para conservar el virus se utilizaron dos estabiliza-

dores: Mgso 4 , 1 M y glicerol 10%. El sobrcnadante de un cul

tivo de células HEp-2 infectadas con el virus se cosechó el 

día So. postinfección (p.i.), se c,entrifugó a 450 g por 10 -

min. y el sobrenadante libre de células se mezcló v/v con ca-

da uno de los estabilizadores. Se hicieron alícuotas de 2.0 

ml. que se guardaron a 4ºC así como alícuotas del virus sin 

ningQn estabilizador. Cada semana se determinó el título del 

virus. El virus se conservó durante B meses. 

COLECCION DE LAS MUESTRAS CLINICAS. 

~ Los exudados faríngeos de niños con infección respira

toria aguda se tomaron con un hisopo y se colocaron en tubos 
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conjugada Con isoti~cinat.o·'..de :··flU~J:~'sc~ina· (Dakopa"tt's .~":-205) , 

dilUidÍi 1: 40 e_n PBS-.y .se :¡··~C~-~·6<:~--~:~~~t-~;~.;:~-~ ··mirl·:: ;::·en·· la osc.uri

dad. Pasado este. tiempo sé iaV~ dO'~·.;.J~~~·e·s·, _¿~~-~-;~~s, r~.-:_un. -t~·r-:-= 
cero con agua. se obse!rv-6 5·eh··-~{ m1·6:~-~~~¿b~i~>::·a~:;~fJ_~C:{r~sbSn·ci'a 
(Zciss modelo III RSJ. 

":,_,-

Los controles negciti~~~-·-_ ~e~~:~~:tJ;~~§.ó\~-~~--:;:~-~\ul_'~~ s_in in-

fectar J células inoculadas·:· c·ó'~~~.'rÜue'~·t~i~~?'cI"~:¿:riú:i~~<;·i_·~, !Ílfec~ 

ción aparente, los contro~~-s ~-~~~-~'.~\~~~:~:j~~fa~::~~:~·~~;t~~~:~Jt~~~.-~,:c~~'. .. 
lulas Vero infectadas con el · vs·R·~Ce~~- LOng ~- ··qu~ ~~e "'.~j_~~~~fü. ·4e 

-_:_..._,_, 

la misma manera. 
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RESULTADOS 

CillE'!'lCA DE l'02K1iCIOR DEL SIRCICIO. 

El efecto citopático característ~co del virus·no es 

fácil de visualizar y menos, al empezar .. él -~.i:-a_b_?-Jo, por tanto 

con el fin de poder observar y 1'.'Cconocer con·· ~ayor ·c-1árlaad 

el efecto se determin6 la cinéticá de f0rmaci6n''a~'¡, _sincicio. 

Este _rastreo. se hizo a diferentes :hot·as como -se--mue-stra. 

en el cuadro 3. Los 'tiempos vnn de 24 ~1. p~i. a.~94 h. ··p.i. 

Se cont6 el· número de núcleos y se determin6 el diámetrO_ .. _apr.Q. 

ximada de la placa viral. Como se puede observar en ia· figu

ra 4, el sincicio se visualiz6 con más claridad a partir _de -

las 72 h. cuando se pueden contar perfectamente los núCle-os-, 

de 72 a 100 y se puede medir el diámetro de la placa, de 300 

a 320)lm; aunque a las 48 h. ya es posible distinguir las pl~ 

cas y se pueden contar hasta 36 pla!as por pozo en cajas mul

tiples de 96 pozos y hasta 100 placas en cajas multiples de -

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

14 a 20 nGcleos, las placas más grandes se presentan a las 84 

h. con un tamaño de 350 urn. y con alrededor de 100 núcleos. 

CINETICA DE PROPAGACION DEL RSV. 

La cinética de propagaci6n del virus se determin6 en dos 

líneas celulares (HEp-2 y vero) , para ésto se determinaron los 

siguientes paráme~ros: título viral, contenido protéico y -
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. -·· ·, ... -·--··-- ' . -· . 
actividád- eSpe:c-ífiCá·. El seguinliento ~-~- hf;z:·o ~-~_sd~--' el: piimer 

día··p.i; ·há-~ta ,~_1.'·dla ·t :~;:~:1··~'~·~~---~-~'-ras c~1ui.'~5--HEp~-2 y -

hasta. ·e1- a·¿_,:~_,4-:. ~'.~~~·~~T~-~~ .~éi·~~-~-5-~ vero·: :· ."L'a· multiplicidad de -

.i~fecéión. lf.ti1'i~"aa-á·~:ru~ .·d~-·--a·~ o.í UFP/ce1 ~ 

L~-' c·in~ti~a-· d~ .:pi:~~~~~ión· del-' VSR obtenido en' .las dos 

lfnéa's --~~·1J¡:~.r~~+-.-~:~~ :.s'.i:~.~~~-:r Co~o .puede· observa·rse en la fi-

gura .5 ·-~'·. -E~·~'~ebi·~· -~~ :'·SE/.-~bservó::diferericia s·.ignificativá en 

el- v~lot- ·d'é{ t·!f:~lo.~-~-irá"l- Inll-~i~O obteilido en ambas líneas e_!! 

lulait?s-~_ <·E-~~ ¡á~~,~~~-i·:l~~~:·HE~._2 el título viral-mllximo fue de-

336 000 UFP/ml. ·1a actividad' específica (UFP/mg de proteína/ 

ml) fue de 223 500 ÜFP/mg/ml. ·/se ~btuvo al quintó día -p. i. 

En cambio, en las cálulas Vero el título viral máximo se ob-

tuvo al tercer día p.i. y fue de 350_ 000 UFP/ml. y la activ! 

dad específica fue de 205 000 UFP/mg/ml. Aunque no se obse~ 

vó diferencia en los trtulos y en la actividad especrfica -

obtenidas en ambas líneas celulares, sí hay diferencia con -

respecto al título por ara y al día en que se obtuvo el tít~ 

lo viral máximo, ya que en las células Vero el título desde 

el primer día fue elevado (13 000 UFP/ml) y al tercer día se 

alcanz6 el título máximo y el descenso es más rápido como 

puede observarse en la figura 5 y en el cuadro 4, en las cé

las HEp-2 el título inicial es muy bajo en el primer día p.i. 

pero fue incrementllndose hasta el día 5 cuando se obtuvo el 

tttulo m.lximo y cuando éste empez6 a descender. 
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CUADRO 3 

CINETICA DE FORMACION DE LA PLACA DEL VSR 

TIDIPO 

(ll):c 

24 ~· 

.48 

60 

72 

84 

DIAMETRO DE 
LA PLACA. 

(um) 

70 - BO 

150 - 170 

200 - .250 

300 - 320 

350 

NUMERO DE 
NUCLEOS 

7 - 10 

14 - 35 

41 - 70 

72 - 100 

100 

A las 72 horas las placas se pueden distinguir con 
cláridnd y se pudieron contar hasta 300 placas por 
Pozo (caja múltiple de 24 pozos). 

CUADRO 4 

ClNETICA DE PRODUCCION VIRAL 

ELULAS OIA TITULO CONT .PROT. ACT.ESP. 
p.i. UFP/ml mg/mL 

·1 250 1.2 
2 2 500 1.2 

'3 6 ººº 1.2 
Ep~2 4 26 000 l.67 

·s 336 000 l. 7 
6 29 000 • 77 
7 1 000 • 77 

13 000 .93 
295 ººº l.4 

ERO 350 000 l. 7 
50 000 1.0 

p. t. • Postinfección. 
UFP/ml • Unidades formadoras de Placa por mililitro. 
CONT.PROT, .. Contenido l'rotc!co. 
ACT. ESP. "* Activid.:id Específica. 

UFP/mg/ml 

.206 X 103 
2, 083 X 'º3 
5.0 io3 

15.5 103 
223.5 X 103 

24.0 103 
1.2 X lQJ 

13.0 X 10~ 
210.0 X lQJ 
205.0 :~3 so.o 
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FIGURA 4 

Cinétic.1 de formación del sinc:icio por el \'SR. 
Se puede obi:;er\'nr el número de núcleos a diferentes 
horas: ,\) células sin infoctar; B) a las 24 horas 
p.i.; C) a lns 48 hl1ras p.i.; D) a las 72 lioras -
p.L; E) y F) a las 84 horas p.i. 
A) y F) 40:< y B, C). D). E) 100 x. 
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CONSERVACION DEL VSR. 

Se intentó preservar la infectividad del virus a 4°C. -

utilizando como conservadores sulfato de magnesio (Mgso4 ) l M 

y glicerol al 10%. Se observó el efecto del tiempo de almac~ 

namiento sobre el título viral, desde un tiempo cero hasta 32 

semanas. El título con que se inició 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 título de 

39 000 UFP/rnl mientas que con el glicerol en la semana 32 se 

encontró un t!tulo de 24 000 UFP/ml. En tanto que con el e~ 

perirnento testigo se empezó con 125 000 UFP/ml y a las 32 se-

manas el título 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 relación del tiempo de almacenamiento con 

el título viral y con el procentaje de sobrevida (que se en

cuentra expresado en Lag base 10). La infectividad en la se

mana 32 como se observa al utilizar el Mgso4 se conservó en 

un 78% con glicerol 4Bi, en tanto que en el testigo fue solo 

del 1.6 %. 

IUSLllJUENTO DEL VSR EN MUESTM.S CLINICA$. 

Se obtuvieron 34 muestras clínicas (exudados faríngeos) 

las cuales se inocularon en c~lulas UEp-2, se les dieron tres 

pases para confirmar el efecto citop~tico característico del 

44 



CUADRO 5 

--" ··,\:é·· L :_::: -~:'.:-.:·~ ~;~ ; ¿d;}~-~~~-~~R ~: .; 
··<::;·.;: ·--~-- <:'-~;f ~~:~~~?~_:/ _ -~~-~-'.; GLICEROL· 

,._" · ·<.;{~;·_· ;-~~~f~- ;···;;·r-- ·.··- TrTl.i~o'- VIRAL E~ UfP /mt . · 
- .. =::',..,.~_¡\-~~-'. - . . ',.. . • 

'cl.?~~~;~1~~;t~~~º( -. -~~- ·~~~ -~· ~~~r · -
·'-:;._~4 :~~~-~:-_1153 
~--4o; oOa· ~: :ú·11 
\\.}-~ ,~:Óa·:±~·~Oo~-:--.-

CUADRO 6 

125: ººº·· ~-_0.00 
25 ·aoo ! 152.1 

10-·ooo·! 578 

J 200 ! 200 

2 000 ! 115 

EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO ION EL PORCE.~TAJE DE SOBREVlDA 

TlEMFO CONSERVADOR 
(semanas) 

MgS04 
GLICEROL TESTIGO 

PORCENTAJE 

lNlCIAL 
100 :': º·ºº 100 ! º·ºº 100 ! o.oo 

99 -! l.00 '.>O ± 8,08 20 ! l.22 

88 :!:· 2.31 49 ! 9.50 8 ! 0.46 

--3 _;_80-:-~:4.23 !+B :! S.29 2.56 :': 0.16 

32 78 ! 4.00 48 :! 6.43 l.60 ! Ó.09 

•• 
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VSR. En el primer pase 16 rñuos.tras fueron positivas pct'o _al 

segundo y al tert?ero solo 9 se mantuvieron con un efecto- ci

topático- claro. Las edades __ y diagn6stico cl!nico'da cada -

niño se muestran:en el·_cuadro :7_ ?-oilde se aprecia ·qUa catos -

datos f_ue.ron 'm~y. variables. El efScto citop.5!=-ico se puede -

obServar en la-s. figuras:·?, ~, .9 y- 10." Solo nueve rnucs_traS 

piesentaron efecto -c~topático· 'a·n los tFCS ~as7_~ en·. cl3lulas -

HEp-Z, y 7 

INMUNOFLUORESCENCIA. 

Para comprobar la_ prcsoncia· dei'.o-.·a-~Í:!9~n-;, :viral en lnB 

células qua mostraron ECP caract.?l:-!s'l:.tco (sincicit>s), se 

busc6 la presencia del anttgeno viral por inmunofluoroacen

cia en células Vero infectadas con el vi~us aisludo daspu6a 

de tres pases. En las figuras 11 1 12 y 13 ue muestran algu

nas de las reacciones obtenidas por esta técnica, obecrvadan 

con iluminación luz ultravioleta (U.V.) y normal, asr como 

un testigo positivo y el negativo en células Voro. Las mue~ 

tras probadas fuC!ron las 9 positivas y alguntts en las que no 

se present6 el efecto citopático, pero s~lo las q~~: si ____ hab!an· 

desarrollado dicho cf~cto, presentaron la roaccl6n de IF! --

positiva. 

De los 10 testigos negativos ninguno present6.B.C.P. ni 

dio una reacci6n de IFI positiva. 
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VSR. En e1· priiner· .prl$~~~1~~-:~~~-~'~i'~·~J f~-~~~o-ri" pOsitivas pero al 

se~undÓ y ~1. t~r~~ifci ~~ici'.'9;~~ nla~\~vifa;~ fº" .un efecto ci-

::::t::o m;:::tL•. ~~·~¡j~:;~~~~~~t::!~tt~rªr~::t:º q:: ::::. -~ 
_datoS .. fúe'ron -m~y .'1~fi_aJ:i:~~~-~;~~~- .. ~~Ú~e;i~~:~O.l·~·c'itóPático se puede -

;i,- "' 

obS.ervilr .- en i~·s:--· f fcJUr.i~ {7'.~~;:_8 ~i-: :~ :;-~/'::~t~-~:;'~t soid: nueve muestras 

presentaron ef·~·~to·-:·~i··;~~-~-~'.¡:~6 ':en·. 105~.ties·:past?s en células -

HEp-2, ·-y i ya ·~o l~-:-.~~·~~-~~i~~Ü-~~ ~'.~~~:¿~:-~~~. Las muestras po-
·~: <· ~-}~ -;¡;,'.>; 

si ti vas se agrupan :en''.·~~ Cu.adro :e.~_;;,:· 

INHUNOFLUORESCENCIA. 

Para comprobar la presencia del ·antigeno viral en las 

células qu-e mostraron ECP caracter!stico (Sincicios), se 

busc6 la presencia del antígeno viral por inmunofluorescen-

cia en células 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 técnica, observadas 

con iluminación luz ultravioleta (U.V.) y normal, así como 

un testigo positivo y el negativo en células Vero. Las mue~ 

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

se presentó el efecto citopático, pero solo las que si habían 

desarrollado dicho efecto, presentaron la reacción de IFI --

positiva. 

De los 10 testigos negativos ninguno presentó E.C.P. ni 

dio una reacción de IFI positiva. 
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Efecto citopático <le l VSR en céluln.s HEp-2 

(ccp.1 Long): A) sin infcct,u¡ B) 4o. día p.i. 

48 



l'IGURA 8 

Efecto citopático del VSR en células Vero: 

A) sin infectar; B) 4o. d!a p.!. 
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ncuu. 10 

Efecto citopático del VSR aislado de una muestra de 

exudado faríngeo. en Jer. pase en células Vero al -

4o. d!a p. 1. 

,. . '•, 
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FIGURA 11 

Inmunofluorescencia de los antígenos del VSR aislado 

de un e>.:udado far!ngeo: A) con luz U.V.; B) con -

iluminación normal, 
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FIGURA 12 

lrununofluorescencia de los antígenos del VSR cepa Long, 

en células Vero: A) con luz U.V.; B) con iluminación 
norlltlll. 
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FIGURA 13 

lnmunofluorescencia de los antígenos del VSR: 

A) muestra positiva; -8) control negativo. 
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CUADRO 7 

w.:ESTP.A:,, O?.Tf!;lDAS 
DE FEBRtRO A DlCl~\BRE DE 1986 

DIAS DE 
."!'.:!STRA ft:E.'fl't EDAD HOSP. OlAGSOSTlCO 

lt.G.P. 10 au;es s d!as 5fodro:ie Coquiluc:,01de 
!\.G.P. 1(1 r.ese:. " horas bronc¡i..i.olitis 
li.G.P. ' ::;ei;es 1 hara5 IRA 
H.G,P. ) a11!51!S 

,. horas lM 
s H.G.P. ' año11 ;::. horas IRA 

• H.G.P • ; t1eaes ;::. horas Eroni:;u1:iliti.<: 
7 11.G.P. • r\l!SeS .. :ioras !P.A 
8 u.c.r. 7 ceses z:. horas .. ~ 
' H.c;.P. :?i:ieses I?. horas ;.._i=..l bronquial 

10 H.G.P. 10 oeses ~:. horu. IRA 
11 H.G,P. 10 cese<: h.,rai; IRA 

" H..G.P. 10 t1eSC!o IS hora~ IRA 
13 t!.c.P. 10 tll!Sl!I\ 2.:. horas IRA 

" 1.s.P. 11 oeses " hora11 Chedhck~Hti>ashi 

" l.S.I'. l.) años ::.:. horai; S!ndrome .. O:isi<.Ott 
.\ldrich . inte.viral 
J~r~¡;:adJ. 

16 l.li.i'. 1;. año!> .. horas lM 
l7 l.S.P. .:. añoi. 2.:. horni: Rino!nrin~ith viral 

" 1.:;,p, !llcicsas " hor.i~ !:ronqultls a.'(uda. 
o--l'ir l.N,P, " i:ieses 24 her.u Rinoiarln¡i¡itis viral 

'º 1.S.P. !i años " horas Bronquitis a¡:uda. 
2l l.N,P. 4 años IB horas Bronquitis aguda 
22 l.N,P. 6 año• 'ª horas R1noíarlngit1s 

" t.s.r. 7 años " horas Ai;i:.i BronGUial Agud¡¡ 

" t.s.P. .2.:. años " horas ··= bronquhl Aguda 
25 l.S.P. baños 24 hurar. ··= "" I.N.P. 8111eses 21.o horas llronquitl.'I • 1gud.i 
27 I.N.P. 3 años . horas Asm:\ Bronqul.il Aguda 

" 1.N.P. 11 QCSll!!I 
, hora!! ··= Bronquial Aguda 

29 I.N.P. 10 años " horas "' .. Bronquial Aguda 
JO I.N.P. 10 111aaes .21.o horas IRA 
31 I.N.P. 10 1::.eaes J horas ··= 32 I.N.P. 10 tlll!SllS .2:. horas IRA 
33 I.N.P. 7.meses 3 horas IRA 

" I.N.P. Jt11e11es :::. horas Bronquitis Aguda 

GRl:PO COSTP.OL 

J 
4 

' • 7 

' ' 10 

· 6111eses 
6111cses 
5t11es11s 
6 meses 

12 111eses 
141:1C!lllf1 

Bllleaea 
7 ~~·J<;e!I 

Cl!Sol.> 

S111eses 

11.G.P. • Hos¡iltal Gener.tl - Unidad de Pcdtatria. 
I.N.P. • Instituto Nodonal de Pediatrl:a. 
• E,C."P. "' tfeeto Citopát1co. 
•• l.F. • lnc:unofluore1>cenc1a. 
1, .2, 3 " Sfü:ero de pases. 

E.C.P. 
(Sil;ClClO) 

l.F. 1,2,J. 

... . 
• + + + 

+ 

+ + + 

+ - • ... 
+ • . 
+ •• 

·_ ~-



CUADRO 8 

MUESTRAS POSlTlVAS POR E.C.P. Y POR. l.F. 

~.~~GNOSTICO 

. BRONQUlOLlTlS. 

ASMA BRONQUIAL. 

SlNDROME DE WlSf\.OTT-ALDRlCll. 

IRA. 

RlNOFARlNGlTlS, 

BRONQUITIS AGUDA. 

BRONQUITIS AGUDA, 

ASMA BRONQUIAL. 

BRONQUITIS AGUDA. 
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___ ,_ -

u~-.--P~/1t-o ·_f~;Ód~~eni-~i:· al .l~i~~i-~<a~-1~'.'.~~abaj·o. fue·· e~tabl~ 
cer las· ~o-nd:iCi~-ne~-i~~i;~·s:-<~~r.~'.'. dete'rnl:i.'rlar la ·infectividad 

del VSR. , ' •· ·· · ·.·· •'_. !• 

LB iñ-f~~t·¡~~cÍ~d·- se '~b~·~rvá _Po_~{ ~a ~-~,~~~~i~¡~-~- de :siÍlcf

c ios. ~ ,-~·¡.~~~~-~t~~f: ti~rnPos;, d~~pué~-~ d~~ ;1a ~J~,~~~~~:~~~:~:- }¿-~~: 
El sinCié10' se plldo a·bSer~~~.::~~-~~~~~~-a·~--~~~·n.-~~ :~·.1as ·49. 

h. p.i •. sin embargo,i a la_s 72-_h. ··e1 ~-~i~qí':~~i~(Í~~~~:d~t.~6·t::a_-~-d~-.-·.· 

una manera muy cla_ra, además-·'a e~'.t;~'_: ~-i~-~p~; __ :~~?-'-~·i~A~~~--~~:;~-~~r ·_ 
-·-'..,'-:-'-""'"-::..'.';-d:'='- -· 

con mayor facilidad los núcleÓs de ·1a~ ·c~~Ü~~~-~'.:·.:~-\f~~~ria·~;;(~~:· 

de 72 a 100 células por sincicio.. . - .. ,. ;~:);J_~;· _·;-: .. _~'. ";,:~:.:.·· " 
En un principio el ECP~ no se obserVó · c~n .¡;~j.;:~~-~d~-'.':_'~~ · 

, ;., .. _ :'._.c.'· - ,,_ ... '' 

pero una vez que el virus se ádapt6 -~ - las::c~~di~i~~~~~.,~-~~---PrQ:-<-

pagación, su replicación fue constante· y la cin~ti~~;~·de ·_:-for':_·-

mación del sincicio se hizó reproducible. 

Otro factor de relevancia para determinar 

la tinci6n de las células infectadas ya que si la observaCióri " 

se hace directamente, no se logra una buena determinación. 

Se eligió la tinci6n de Giemsa, pero fue necesario buscar un 

buen fijador de las células, para ésto se probaron tres 

tipos: 1 J rorm.J ldchído al ~ '&; 2) una mezcla de etanol-éter 

{20% y S\ respectivamente) y 31 acetona fr!a. Los dos prim~ 

ros dieron buenos resultados, mientras que con la acetona las 

células aparectan como cristalizadas. Por otro lado, la ti!!. 

ción de Giemsa dió buenos resultados, por lo que-el fijador 

que se utiliz6 rutinariamente fue el formaldehído al 4%. 
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En cuanto a la .Pz::opagaci6n viral ,én· las dos .líneas ce

lulares utilizadas; los resultados mostrados en la figura s, 

nos indican que una vez adaptada la cepa viral,a las ltneas 

celulares, el virus se propaga con la misma eficiencia en -

ambas líneas. Sin embargo, la propagación fue más rápida en 

células· vero ya que entre el 2o. y Jo. día p.i. se obtiene -

el título más alto de virus infectivos, mientras que en las 

células HEp-2, ésto se logra entre el So. y 60. día p.i. 

Esto posiblemente refleje que la expresión viral así como la 

. lisis celular y formación del sincicio es más lenta en célu

las HEp-2. Cabe señalar, de manera interesante que en ambas 

líneas celulares se obtienen valores similares del título de 

infectividad y de actividad específica, más aGn, el incre

mento en la actividad específica es simultáneo al de la in

fectividad, lo cual se observa en ambas líneas celulares. 

Un problema adicional que presenta el trabajar con VSR 

es que la infectividad disminuye aprJximadamente el 10% cada 

vez que el virus se congela y descongela, esta observación -

resulta congruente con las propiedades reportadas para el --

virus (59, 61), el cual es muy l&bil a los cambios de ternpe-

ratura. Por tal motivo se decidió buscar un conservador --

para almacenar el virus a 4ºC. 

Las·sustancias utilizadas fueron el sulfato de rnagne-

sio M y el glicerol al 10\; el sulfato de magnesio fue el 

más eficiente, y~ que conservó la infectividad del virus en 

un 30% m;!°is que el glicerol y un 76% más con respecto al tes

tigo en un periodo de 224 días. De esta forma, el utilizar 
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sulfato .de magneSio al 1 M permite almacenar al VSR a 4ºC • 
. '.> ·. :o,. ,,·:'> 

ma.ntenierldO su ,irifectividad alrededor de un 78% por pe:riodos 
. ''·'· . ····~; ,,, 

·::·: 
: ' ···-~· . 

. .. · ~i~~fü~~r'~ºI:;lá);~lta concentración del sulfato de mag-

ne~~o~:.p'o~.~.~~- .d.~ñc::r;:'.·."a·;.~~s. !=~lulas, por lo que se debe diluir 

é1:::;":Vi.~~~''.:.~~:~:~'i:~tJ6"ri~~~i1~6i~n ~enor que no dañe a las _cél~l.~s 
; ~;~ E>,u.~~~~'.s~E;.·;·~~~;s~~iendo la infectividad del· virus. 

:\ya :·que -~-~F' ~.~~7t~yo principal del trabajo era confirmar_ 

l~/PÉ:~·~·~·~~t~~A~~-~-~-~i:u_~-- en muestras biológicas aisladas ·ae· .. -.~ 
e ,-,,,~, -r,_,~~"¡ -.,'.C-C-.' -

ni~os·~co_n:'<infecci6nes·.agudas del aparato respiratorio~ _u11:a __ -

p~;t~f-j~~~~f~~~~ri-fue e1 aislamiento del virus. 

:.;-r.-~-;':t~-~-~~·~á de aislamiento se realiz6 a partir_ de exu.: 

add~~~-·f~~.í:~·g~-;;~, la técnica con estas muestras presenta baja 

~-;~di~'~:ci·cÍ-~;o-d;~aisiamei.nto, en comparación al uso de aspira-

~{~~-'~~~~·~~~~-;¡~~-~ª --(-59,· 60, 61), sin embargo, por dificulta-

d~¿ ,t~~n~ca~·en los hospitales donde se recolectaban las 

~fr~·st~~s,·>éi exudado faríngeo fue el método más apropiado. 

La presencia del antígeno viral se determin6 en un 

p~incipio por inmunofluorescencia de manera directa sobre las 

Células del exudado, de esta forma los resultados obtenidos 

no puedieron comprobarse por ECP, ya que resultados positivos 

por IF no eran confirmados por ECP, po~iblernente la técnica 

de IF ~e-~~lt? incspec!fica, es decir, determinó falsos posi

tivos o tal vez la concentración del virus fue insuficiente 

para. infectar el cultivo celular y mantener el ECP apreciable 

o el virus sufrió algún daño durante el transporte y así no 

produjo ECP. 
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Por tal motivo se decidió infectar con las muestras del 

exudado de manera directa a los cultivos celulares en presen

cia ae altas· concentraciones de antibióticos, con el propó

sito- de realizar varios pases del virus y ver un mejor efecto. 

En siete casos se observó un efecto citopático en un primer 

pase, pe~o en pases sucesivos, este efecto desapareció, ade

más al realizar la IF, no se observó la presencia del antt

geno viral. Es posible que dicho efecto citopático inicial 

se debiera a toxinas bacterianas o bien, a otro virus que no 

·se propagó en las líneas celulares utilizadas y que al reali 

zar.los pases subsecuentes, éstas toxinas o virus se fueron 

diluyendo. Cabe señalar que todas las muestras positivas por 

IF también lo fueron para ECP en mSs de dos pases, lo que 

muestra una correlación 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 técnic~ para observar el ECP. 

Por otro lado el 66% de las muestras que fueron positivas -

tanto para IF como ECP, correspondieron a muestras de pacie~ 

tes con infecciones de los bronquios, que es el sitio donde 

el virus se replica de mejor manera. 

Además el ssi son pacientes menores de 24 meses, edad 

en que se presenta con mayor frecuencia la infección por VSR. 

Es interesante notar que en un paciente de 15 años presentó 

la infección y aquí podr!a tratarse de una reinfecci6n, ya -

que se ha visto que niños que presentan la infección en los 

primeros meses de vida pueden tener reinfecciones recurrentes 



a lo largo de su vida' (44, 45}. 

Con los resultados obtenidos en e~~·e· ~1'.~bá.j~, .. se po

dría estandarizar lá técnica de detección ae1 vSR :pC:.~,'.EéP-, 

poco accesibles a los laboratorios ·clíni~Os- d~ -n~-~·S~--~~ P~ís, 
sin ·embargo, para asegurar ésto, tendría .9u~·-::r·e_~{i;~·-i:#·~-e:.·-.-~n. 
estudio con un mayor número de muestras. 

Otro dato interesante que se observa al ver !OS resul

tados, aunque se trata de una muestra peqµery~,~.eS qu~· el 44% 

de !Os pa~ientes con problemas en bronquios, presentó infec

ción con VSR, lo cual se aproxima a los resultados obtenidos 

por Kim y col. en Washington, o.e. (SO), quienes reportan -

que un 54% de los pacientes con problemas en bronquios pre

sentaron infección por VSR. 

Tomando en cuenta la importancia que tiene la infec-

ción por VSR. es necesario hacer·estudios epidemiológicos 

más amplios sobre este virus en nuestro país. 

61 



CONCLUSIONES 

las siguientes: 

l) 

': .. ,:-··.:-,-

El virus se· Propa96 en las -c'.§1u1as --~-~p-2'..Y .v~ro; -·-

con altos tí.tulOs. 

2) Las condiciones óptimas de propagaci6n., fUerO_n: la 

multiplicidad de infección de 0.01 UFP/eelen las -

dos líneas celulares; d!a indicado para cosechar -

el virus: el 3o. cuando se crece en células Vero 

y el So. cuando se crece en células HEp-2. 

3) En la consarvaci6n del virus, se encontró que el -

sulfato de magnesio mantiene la infectividad por -

largos periodos a 4ºC. 

4J Se encontró que de 34 muestras probadas, en nueve 

de ellas que es el 26.4% sa logró aislar al virus 

y observar el afecto citopático caracter!stico. 

S) Por medio de la inrnunofluor}scencia indirecta se -

comprobó la presencia de antígenos virales, lo que 

verificó las muestras positivas. 

6) El aislamiento del virus en cultivos celulares y la 

prueba_ de inrnunofluorescencia son técnicas eficien-

tes para el diagn6stico del VSR. 

7) Por los resultndos obtenidos, se concluye que el -

VSR fue aíslado de niños hospitalizados y es uno de 

los agentes causales de infeccionüs respiratorias -

agudas en nuestro país. 
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De manera que-utilizando las- condicione~ estableCidas 

en este trabajo se·puede aislar y prOpagár_al VSR~ 

63 



BIBLrnGRAFIA. 

1. Akerlind, B., E. Norrby • 1986. Occurrence of 
respiratory syncytial virus subtypes A and B strains in 
sweden • J. Med. Viral. l.2. : 241-7. 

z. Akerlind, B., E. Norrby., c. Orvell., M.A.Mufson. 1988. 
Respiratory syncytial virus:Heterogeneity of subgroup B 
strains. J. gen. Viral. §..2.: 2145-54. 

3. Almeida, J. 1972. Practica! aspects of diagnostic 
electron microbiology. J. of Biol. and Med. 53: 5-18. 

4. Almeida, J. 1982. Rapid viral diagnosis by electron 
microscopy. scand. J. Infect. Dis . .1§.: 117-20. 

5. Arens, M. Q., z. Swierkos. 1986. Enhanced Isolation of 
respiratory syncytial virus in cell culture. J. 
Clin.Microbiol. 2..1 (4): soo-2. 

6. Baldridge, P., B. s. Laurence. 1976. Persistent 
Infection of cell in culture by respiratory syncytial 
virus. Proc Soc. Exp. Biol Med. 1..2.1: 684-8. 

7. Ball, A., L. Young., K. Anderson., L. P Collins., W. G. 
Werst. 1986. Expression of the majar glycoprotein G of 
human respiratory syncytial virus from recombinant 
vaccinia virus vector. Proc.Nat. Acad. Sci. U.S.A. ,!l.¡: 
246-50. 

B. Bangham, c. R. 1975. Murine cytotoxic T cell specific 
to respiratory syncytial virus recognize dif ferent Ags 
subtypes of the virus. J. gen. Viral • .§2: 623-9. 

9. Belshe, R. B., L. Van Voris. 1982. Comparison of enzime 
linken Irnmunoabsorbente assay and Neutralization 
techniques for measurement of antibodies to respiratory 
syncytial virus. Infect. and Immun . .J.1. (1): 160-5. 

10. Bromberg, K., D. Bennett., 1984. Comparison of 
immediate and delayed inoculation of HEp-2 cells for 
isolation of respiratory syncytial virus. J. 
Clin. Microbio l. J.Q 1): 123-4. 

11 Bustamante, H. E., M. Bravo., I. sanchez. 1959. 
condiciones de la salud en México. Salud Ptlblica en 
México. i (2): 33-53. 

12. Cash, P., M. Wunner. c. R. Pringle. 1977. A comparison 
of the polipeptides of human and bovine respiratory 
syncytial viruses and Pneumonia Viruses. Viral. ji¡: 
369-79 

13. Cash, P., R. Pringle., c. Prestan. 1979. The 
palypeptidos af human respiratory syncytial virus: 
Pruducts of cell-free protein synthesis and post
translation modifications. Viral. 22_: 372-84. 

1c. cradock, W., N. Quillin., P. s. Gardncr. 1970. Rapid 
Diagnosis of respiratary syncytial virus infectian in 
children by the immunofluarescent technique. J. Clin. 
Path. ll: 308-12. 

15. cranage, M., P. s. Gardner., K. Mcinthash. l.981. In 
vitre cell-depent lysis of respiratory syncytial virus
infectod cells mediated by antibody from local 
respiratory secretions. Clin. Expe. Immunal. ,!l: 28-35. 

64 



16. crane, R., A. J. Kish,, R. Voravit., J. R. Merline., T. 
Raval. 1981. Fatal syncytial virus pneumonia in a 
laminar airflow room. JAMA. 246(4}: 366-68. 

17. De Silva, L. M., M. G. Hanlon. 1986. Respiratory 
syncytial virus: A report of a 5-year study at a 
childrens hospital. J. Med. Viral . .12: 299-305 

18. Dirección General de Epidemiologia. Secretaria de salud 
y Asistencia. 1982. Panorama epidemiológico de los 
Estados Unidos Mexicanos. Incidencia de enfermedades 
transmisibles: infecciones respiratorias agudas. 
Informe epidemiológico de 1979. Epidem. l(2, 3): 91-111 

19. Dirección General de Epidemiolog1a. Secretaria de Salud 
y Asistencia. 1983. Enfermedades transmisibles en 
los Estados Unidos Mexicanos. Epidem. 1(2): 7 

20. Dirección General de Epidemiología. Secretaria de Salud 
y Asistencia. 1984. Informe estadistico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. ~(6 ) : 17-9. 

21. Dirección General de Epidemiología. Secretaria de Salud 
y Asistencia. 1984. Informe estadístico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. ! (14-15): 70-J. 

22. Dirección General de Epidemiología. Secretaria de Salud 
y Asistencia. 1986. Informe estadistico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. ~(7): B5-90. 

23. Direcci6n General de Epidemiologla. Secretarla de Salud 
y Asistencia. 1987. Informe estadístico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. 2.(·i): 44-7. 

24. Dirección General de Epidemiologia. Secretarla de Salud 
y Asistencia. 1987. Informe estadistico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. FC l(6): 68-71. 

25. Dirección General de Epidemiologia. Secretaria de salud 
y Asistencia. 1987. Informe estadistico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. l(lO): 120-3. 

21. Dirección General de Epidemiolog1a. Secretaria de Salud 
y Asistencia. 1988. Informe estadistico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. 2(5 ): 52-5. 

27. Dirección General de Epidemiolog1a. Secretaria de Salud 
y Asistencia. 1988. Informe estadistico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidem. 1(12): 160-3. 

28. Dirección General de Epidemiolog1a. Secretaria de Salud 
y Asistencia. 1989. Informe estadistico sobre 
enfermedades transmisibles. Epidern. !(8): 119-22. 

29. oickens, L. E., p, L. Collins., G. w. Wertz. 1984. 
Transcriptional mapping of human respiratory syncytial 
virus. J. Virol. g(2): 264-9. 

JO. Dumorat, F., J. Norber., J. Roberts., E. Walsh., o. 
Ron. 1985. Respiratory syncytial virus infection of 
human mononuclear leukocytes in vitro and in vivo. 
J. Infect. Dis . .122.(5): 895-902. 

31. Elango, N. G., A. Prince., B. R. Murphy., v. 
Sundararajan., R. Chanock., B. Moss. 1986. Resistence 
to human respiratory syncytial virus inf ectlon induced 
by immunization of cotton rats with a recombinant 
vaccinia virus expressing the RSV G glycoprotein. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. ]!2: 1906-10. 

65 



32. Faden, H., J, N. Kaul., P. Ogra. 1983. Activation of 
oxida ti ve and arachidonic acid metabolism in 
neutrophils by respiratory syncytial virus antibody 
complex: Possible role in disease. J. Infect. Dis. 
J.il(1): 110-16. 

33. Fernie, F., J. Gerin. 1980. The stabilization and 
purification of respiratory syncytial virus using 
MgS04. Virol. 1.Q.§: 141-4. 

34. Fernie, F., John Gerin. 1982. Immunochemical 
identification of viral and nonviral proteins of 
respiratory syncytial virus virion. Infect. Imrnun. 
ll(1): 243-9. 

35. Freymuth, F. 1980. Rapid Diagnosis of respiratory 
syncytial virus infections in children. Lancet. §: 
539-40. 

36. Friedman, H., M. Christine., B.F •. M.S. 1982. Diagnosis 
of viral respiratory infections in the 1980s. Symp. 
res. Infect. Clin. Lab. Med. ~(2): 383-91. 

37. Gruber, c., s. Levine., 1985. Respiratory syncytial 
virus polypeptides. The oligosaccharides of the 
glycoproteins. J. gen. Viral • .Q&: 417-32 

38. Hall, c. B., R. O. Gordon. 1975. Neonatal respiratory 
syncytial virus infection. N, Engl. J. Med. 300(8): 
393-6. 

39. Hall, c. a., R. D. Gordon. 1975. Clinically useful 
method for isolation or a respiratory syncytial virus. 
J. Infect. Dis. !21(1): 1-5. 

40. Hall, c. B., R. D. Gordon. 1975. Nosocomial 
respiratory syncytial virus infections. N. Engl. J. 
Med. ;¡JU_(26): 1343-6 

41. Hall, C. B., M. Joyse. 1976. RSV Infections with 
families. J. Med. 294(8): 414-9. 

42. Hall, C. B., E. Walsh., J. F. Hruska., R. F. Betts., W. 
J. Hall. 1983. Ribavirin tre~tment of experomental 
respiratory syncytial virus infection. JAMA. ~(19): 
2666-70. 

43. Hall, C. B., J. T. Bride., E. Walsh., D. Bell., C. 
Gala., s. Hildreth., L. Eyck.¡ J. W. Hall. 1983. 
Aerosolized ribavirin treatment of infants with 
respiratory syncytial viral infection. N. Engl. J. Med. 
308(24): 1443- 7. 

44. Hall, J. W., c. B. Hall. 1978. Respiratory syncytial 
virus infection in adults. Ann. Int. Med . .fil!.: 203-5 

45. Henderson, F., A. Collier., A. Wallace . , w. Floyd • 
1979. Respiratory syncytial infections,reinfections and 
immunity. New. Engl. J. Med • .!Q: 530-4, 

4&. Hornsleth, A., B. Niels., B. Friis. 1985. Detection of 
respiratory syncyti?l virus IgG subclase specif ic 
antibodies: Variation according to age in infants and 
children and diagnostic value in RSV infected small 
infanta. J. Med. Viral . .!.§.: 329-35. 

47. Hornsleth, A., B. Nicls., B. Friis. 1985. Detection by 
ELISA of IgG-subclass specific antibodies in primary 

66 



respiratory syncytial virus infections. J. Med. Virolo • 
.l.§.: J21-8, 

48. Jacobs, J. w., o. F. Peacock, 1971. Respiratory 
syncytial virus and other viruses associated with 
Respiratory diseases in infants. Lancet 11.(3):871-
6, 

C9. Kaul, A., R. Scott .. 1978. Respiratory syncytial virus 
infection. Ann. J. Dis. Child. 132: 1088-90. 

50. Kim, H. w. J, o. Arrabio., C. D. Brandt., B. c. 
Jeffries., G. Pyles., J, Reíd., R.M Chanock. 1973. 
Epidemiology of respirdtory syncytial virus in 
Washington. o. c. I. Importance of the virus in 
different respiratory tract diseasc syndromes and 
temporal distribution of infection. Am. J. Epidemial. 
2J!: 216-25. 

51. Lambert, D., W. Pons., M. Marcel., M. Gustave., K. 
Dorschhasler . 1980. Nucleic acids of respiratory 
syncytial virus . J. Virol. l§.(3): 837-46. 

52. Lamden 1 R. P. 1985. Nucleotide sequence of respiratory 
syncytial virus phosphoprotein gene. J. gen. Viral. 
J;J;: 1607-12. 

53, Lamprecht, c., E. H. Krause ., M. Mufson . 1976. Role 
of maternal. antibodies in Pneumonia and Broncholitis 
due to respiratory syncytial virus. J. Infect. Oís. 
lll( 3) : 211-7. 

54. Levine, s., A. Buthala.,R. Hammilton. 1971. Late stage 
synchronization of respiratory syncytial virus 
replication. Viral. 11i: 390-400. 

55. Levine, S. 1977, Polypcptides of respiratory syncytial 
virus. J. Virol. 2.1(1): 427-31. 

56. Levine, s., R. K. Franco., R. Paradiso. 1987. 
Demostration that glycoprotein is the attachment 
protein of respiratory syncytial virus. J. gen. Viral. 
fil!.: 2521-4. 

57. Levine, s., A. Oajani., R. K. Franco. 1988. The 
response of infants with Broncholitis to the proteins 
of respiratory syncytial virus. J. gen. Viral. .§.2.: 
1229-39. 

58. Mcintosh, K., H. Masters., I. orr. R. Chao., M. 
Barkin.1978. The immunologic response to infection with 
respiratory syncytial virus in infants. J. Infect. Dis • 

..12!!_( 1): 24-32. 
59 Mcintosh, K., R. Chanock. 1985. Respiratory syncytial 

virus . En: Virology. Cap. 54. pp. 1285-1304. 
60. Mcintosh, K.,J. Clark. 1985. Parainfluenza and 

respiratory syncytial viruses. En Manual of Clinical 
Microbiology. fourth edition. Cap. 73. Raven Press. p. 
763-68. 

fi1. Mcintosh, K., J.Clark. 1990. Respiratory syncytial 
virus. En: Virology. Cap. 38. 1045-72. 

62. Minnich, L., G. Ray . 1980. Comparison of direct 
Immunofluorescent staining of clinical specimens far 
respiratory syncytial virus antigens with conventional 

67 



isolation techniques. J. Clin. Microbiol. ll(J):. 391-
4. 

63. Morris, J. A., E. Blount., E. Savage., 1956. Recovery 
of cytopathogenic agent from chimpanzees with coryza. 
Proc. Exp. Biol. Med. 2.2,:. 544-9 

64. Mufson, A. M., c. Orvell., B. Rafnar . , E. Norrby. 
1985. Two distinc subtypes of human respiratory 
syncytial virus. J. gen. Viral . .§§: 2111-4. 

65. Norby, E., G. Enders., v. T. Meulen. 1975. Oifferences 
in the apperearancc of antibodies to structural 
components of measles virus after immunization with 
inactivated and live virus. J. Viral. 1.J..2.(3): 262-9 

66. Peiris, J., J. s. Porterfield. 1979. Antibody-mediated 
enhancement of flavivirus replication in macrophage 
like cell lines. Hature. 285: 509-11. 

67. Peiris, J., s. Levine. 1980. Mctabolic requeriments for 
the maturation of respirñtory syncytial virus. Natura . 
.a.!12: 509-11. 

68. Pemberton, R., M. J. cannon., P. J. Openshaw., L. A. 
Ball., G. w. Wcrtz., B. A. Askonas. 1987. cytotoxic 
cell specificity for respiratory syncytial virus 
proteins: Fusion protein is an important target 
antigen. J. gen. Virol . .§.!!: 2177-82. 

69. Pons, W. M., A. L. Lambert., O. M. Lambert., o. M. 
Rochovansky. 1983. Improvement of respiratory syncytial 
virus replication in actively growing HEp-2 cells. J. 
viral. Meth. 1211-21. 

70. Pringle, c. R., P. v. Shirodaria., P. Cash., D. J. 
chiswell., p. Malloy. 1978. Initiation and Maintenance 
of persistent infection by respiratory syncytial virus. 
J. Virol. l.!!.(l): 199-211. 

71. Ranjit, R., w. R. Ompans. 1986. Monoclonal antibodies 
reveal extensiva antigenic defferences batween the 
hemaglutinin-neuroaminidase gly..:oprotein of human and 
bovina paraenfluenza tres virus. Viral . .lA!l.: 232-6. 

72. Robbins, A., P. Freedman. 1988. Obstacles to developing 
vaccines far the third World. Scient. Am. l.fil!(S): 90-
5. 

73. Rooney, J. c., H. E. Williams. 1971. The relationship 
between preved viral bronchiolitis and subsequent 
weezing. J. Pediat. 1.2_(5): 744-7. 

74. sarkkinen, H. K., P. E Halonen., . P. Arstila., A. 
salmi. 1981. Detection of respiratory syncytial 
,parainfluenza type 2 and adenovirus antigens by 
radioim.munoassay and Enzyme immunoassay on 
nasopharyngeal specimens from children with acute 
respiratory disease J. Clinic. Microbiol. ll(2): 
258-65. 

75. Scott, R., C. R. Pullan., M. Scott., J. McQuillin. 
·1904. cell-Mediated immunity in respiratory syncytial 
virus discase. J. Med. Viral. ~: 105-14. 

76. sims, D. G., M. oownham., P. s. Gardner., J. K. Webb., 
o. Wcightman . 1978. Study of 8 year old children with 

68 



a history of respiratory syncytial virus bronchiolitis 
in infancy, Brit. Med. J, 11: 11-4, 

77. Stott, E. J., G. Taylor. 1985. Respiratory syncytial 
virus brief review. Archiv. Viro!. J!..i(l): 1-52. 

78. Stott, E. J., L. Ball., K. H. Young., J. Furze., G. w. 
Wertz. 1986. Human respiratory syncytial virus 
glycoprotein G cxpresed from a recombinant vaccinia 
vector protects mice against live- virus challange. J. 
Virol.&.Q(2): 607-13. 

79. Sun, Chong Son., P. W'yde., v. Wilson., z. samuel., v. 
Knight • 1983. cell mediated cytotoxic responses in 
long of cotton rats infected with respiratory syncytial 
virus. Ann. Rev. Rcsp. Dls . .!l.1: 460-4 

80. Suto, T., N. Vano ., M. Ikeda ., M. Miyarnoto ., S. 
Shigeta ., Y. Hinuma ., N. Ishida. 1965. Respiratory 
syncytial virus infection and its serologic 
epidemiology. J, Epidem. ª1_(3): 211.24 

81. Tannock, A. G., c. J. Hierholser., A. D. Bryce ., F. 
Cheeching ., J. A. Paul. 1987. Fre~ze drying of 
respiratory syncytial virus for transportation and 
storage. J. Clin. Microbio!. 22: 1769-71. 

82. Trépanier, P., P. Payment., M. Trudel. l.981. 
Concentration of human respiratory syncytial virus 
using ammonium sulfate, polyethylene glycol or Hollow 
fiber ultrafiltration. J, Virol. Meth. ~: 201- 11. 

83. Trudel, M., F. Nadan., c. Séguin., s. Ghoubril., P. 
Payment., P. Trépanier. 1986. Immunovirological studies 
on human respiratory sincytial virus structural 
proteins. can. J. Microbio!. 1.A(l): 15-21. 

84. Ulff, E. P., P. Ebert., A. Wenner. 1964. Respiratory 
syncytial virus. observations on antigenic 
heterogeneity. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1.1.2: 240-3. 

85. Wagner, D., B. S. Graham., P. F. Wright., E. Walsh., H. 
w. Kim., c. B .. Reimer., D. L. Nelson., R. Chanock. 
1986. Serum immunoglobulin G antibody subclase 
responses to respiratory syncytial virus F and G 
glycoproteins after Primary infection. J. Clinic. 
Microbio l. li(2): 304-6. 

a&. Wallace, T. H. 1954. Transplantable human neoplasms 
maintained in cortisone treated laboratory animals. H. 
s. num. 1 ; HEp-2 num.l ; HEp-2 num. 2¡ HEp-2 num. 3; 
and H: EMB. Rh. num.1. cancer Res. ª: 660-6. 

87. Walsh, E. E., J. Hruska. 1983.Monoclonal antibodies to 
respiratory syncytial virus proteins: Identification of 
the fusion protein. J. Viro!. il(l): 171-7. 

88. Walsh, E. E., J. J •. Schlesinger., M. W. Brandriss. 
1984. Purification and characterization of PG90, one of 
the envelope glycoproteins of respiratory syncytial 
virus. J. gen. Virol. ~: 761- 67, 

89. Walsh, E. E., M. w. Brandriss., J. J. Schlesinger. 
1985. Purification and characterization of respiratory 
syncytial virus fusion protein. J: gen. Vi rol. §..§.: 
409-15. 

69 



9D. Walsh, E. E., P. J. Cote., F. Bruce., J. J. 
Schlesinger., M. w. Brandriss. 1996. Analysis of the 
respiratory syncytial virus fusion protein using 
monoclonal and policlonal antibodies. J. gen. Viral. 
il: 505-13. 

91. Wa1sh, E. E., M. w. Brandriss., J. J. Schlesinger. 
1987. Irnmunological differences between the envelope 
glycoproteins of two strains of human respiratory 
syncytial virus. J. gen. Virol • .§!l: 2169-76. 

92. Ward, K. A., O. R. Lambden., M. M. Ogilvie., P. J. 
Watt. 1983. Antibodies To respiratory syncytial virus 
polypeptides and their significance in human infection. 
J. gen. Viral. ~: 1867-76. 

93. Welliver, c. R., T. N. Kaul., P. L. Ogra. l.980. The 
appearence of cell-bound IgE in respiratory-tract 
epithelium after respiratory syncytial virus infection. 
New. Engl. J. Med. lJU.(21): 1198-202. 

94. Welliver, c., o. T. Wong., N. sun., E. Middleton., R. 
s. Vaughan., P. L. Ogra. 1981. The development of 
respiratory syncytial virus specif ic IGE and the 
ralease of histamine in nasopharyngeal secretions after 
lnfection. New. Engl. J. Med • .:!.llii.(15): 841-6. 

95. Welliver, c. R., T. N. Kaul., M. Sun., • P. L. Ogra. 
1984. Defectiva regulation of immune responses in 
respiratory syncytial virus infection. J. Immun • 
.!ll(4): 1925-30. 

9&. Wright, F. P., J. Mills., R. Chanock. 1971. Evaluation 
of a temperature-sensitive mutant of respiratory 
syncytlal virus in adults. J. Infect. Dis • .J.6.4.(5): 505-
l.l. 

97. Wright, F. P., R. B. Belshe., H. W. Kim., L. P. Van 
Voris., M. Obert., R. Chanock. 1982. Administration of 
a highly attenuated live respiratory syncytial virus 
vaccine to adulta and children. Infect. and Immun. 
ll(l): 397-400. 

98. Wulff, H., E. A. Wenner. 1964. Respiratory syncytial 
virus: Observations on antigenic heterogeneity. Proc. 
Soc. Exp. Biol. Med • .ll.2: 240-3. 

70 


	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos   Hipótesis
	Materiales Biológicos y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



